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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
ATP  adenozin trifosfat (angl. adenosine trihosphate) 
bp  bazni par 
Da  dalton – enota za merjenje molekulske mase 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
E  zgodnje virusno genomsko področje (angl. Early) 
HPV  človeški papilomavirusi (angl. human papillomaviruses) 
L  pozno virusno genomsko področje (angl. Late) 
LCR  nekodirajoča regija (angl. Long Control Region) 
μl  mikroliter – enota za merjenje količine 
µM  mikromolarno – enota za merjenje koncentracije 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic acid) 
NGS  določanje nukleotidnega zaporedja z metodami nove generacije (angl. 
Next-Generation Sequencing) 
OZ  oligonukleotidni začetniki 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PV  papilomavirusi (angl. papillomaviruses) 
RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
rpm  obrati na minuto (angl. rotations per minute) 
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Papilomavirusi (angl. papillomaviruses; PV) so ubikvitarni, široko razširjeni DNA virusi, 
ki povzročajo različne okužbe pri večini sesalcev, ptičih, kačah in želvah (Harari in sod., 
2014). PV, ki povzročajo benigne in maligne spremembe kože ter sluznic pri ljudeh, 
imenujemo človeški papilomavirusi (angl. human papillomaviruses; HPV). 
PV taksonomsko razvrščamo izključno na podlagi skladnosti nukleotidnega zaporedja gena 
L1, ki nosi zapis za strukturno beljakovino virusne kapside in predstavlja zelo dobro 
ohranjendel virusnega genoma. Predstavniki posameznega rodu PV se od predstavnikov 
ostalih rodov razlikujejo v vsaj 40 % nukleotidnega zaporedja gena L1. Virusne vrste 
znotraj posameznega rodu PV se razlikujejo v 30-39 % nukleotidnega zaporedja gena L1, 
medtem ko se posamezni genotipi PV znotraj virusne vrste razlikujejo v vsaj 10 % 
nukleotidnega zaporedja gena L1. Kadar se posamezni virusni izolati razlikujejo v 2-10 % 
nukleotidnega zaporedja gena L1 govorimo o različnih podtipih PV in kadar je razlika med 
posameznimi izolati manjša od 2 % še o podtipskih različicah (de Villiers in sod., 2004; 
Bernard in sod., 2010). 
Do sedaj je bilo dokončno opredeljenih 206 genotipov HPV, ki jih uvrščamo v pet rodov: 
Alphapapillomavirus (Alpha-PV), Betapapillomavirus (Beta-PV) Gammapapillomavirus 
(Gamma-PV), Mupapillomavirus (Mu-PV) in Nupapillomavirus (Nu-PV) (Bzhalava in 
sod., 2015). Za uradno priznanje novega genotipa HPV in dodelitev zaporedne številke je 
pristojen Mednarodni referenčni center za HPV (angl. International Human Papillomavirus 
Reference Center) na Karolinska Institutet v Stockholmu na Švedskem. 
V rod Mu-PV trenutno uvrščamo tri genotipe HPV: HPV-1, HPV-63 in HPV-204 (Kocjan 
in sod., 2015b), ki jih povezujemo z različnimi novotvorbami kože, lahko pa povzročajo 
tudi asimptomatske, klinično neznačilne okužbe. Okužbe z Mu-PV se lahko prenašajo z 
neposrednim stikom kože s kožo oseb s kliničnimi znaki povezanimi z okužbo s HPV, 
lahko pa tudi posredno preko kontaminiranih površin (kopalnice, savne) (Poljak, 2011). 
V diagnostiki HPV okužb najpogosteje uporabljamo molekularne metode, ki temeljijo na 
zaznavanju značilnih zaporedij virusnih nukleinskih kislin s pomočjo verižne reakcije s 
polimerazo (angl. polymerase chain reaction; PCR). Širokospektralni oligonukleotidni 
začetniki (OZ) omogočajo pomnoževanje virusne DNA in identifikacijo širokega spektra 
genotipov HPV v eni sami reakciji. Le-ti so lahko izdelani tako, da bodisi pomnožujejo 
genotipe iz različnih rodov PV, bodisi samo skupine taksonomsko oz. klinično povezanih 
genotipov (Kocjan in sod., 2015a). 
Najpogosteje uporabljeni širokospektralni OZ za dokazovanje genotipov HPV, ki so 
povezani s kožnimi spremembami, kot so HVP2/B5 (Shamanin in sod., 1994), SK 
(Sasagawa in Mitsuishi, 2012), FAP (Forslund in sod., 1999) in LR-α-HPV (Odar in sod., 
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2014), bodisi ne pomnožujejo virusov iz rodu Mu-PV ali pa ne omogočajo pomnoževanja 
vseh pripadnikov omenjenega rodu. 
 
1.1 NAMEN DELA 
Z namenom pomnoževanja vseh uradno priznanih virusov iz rodu Mu-PV in potencialnega 
odkritja novih sorodnih genotipov HPV, smo v sodelovanju z raziskovalci iz Universidad 
Nacional de Rosario iz Argentine, na podlagi nukleotidnega zaporedja evolucijsko 
ohranjenega gena E1 vseh treh trenutno uradno priznanih Mu-PV želeli razviti 
širokospektralne OZ. 
V drugem sklopu magistrskega dela smo želeli novo-razviti širokospektralni PCR uporabiti 
za testiranje DNA izolatov, ki izvirajo iz brisov kožnih bradavic in površine turške savne, 
in na ta način pridobiti enega izmed prvih podatkov o prevalenci Mu-PV na koži in v 
okolju. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Za dokazovanje Mu-PV bomo razvili širokospektralni PCR z analitično občutljivostjo 
vsaj 100 virusnih kopij HPV-1, -63 in -204/reakcijo. 
 
 Mu-PV bodo pogosti pri osebah s kožnimi bradavicami in v brisih površin, kjer se 
zadržuje večje število ljudi. 
 
 Z novo-razvitim MuE1bPCR bomo odkrili vsaj en kandidatni izolat za nove genotipe 
HPV iz rodu Mu-PV.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGRADBA ČLOVEŠKIH PAPILOMAVIRUSOV 
HPV so majhni virusi, ki v premeru merijo približno 55 nm. Nimajo ovojnice, njihov dedni 
material pa je obdan z ikozaedrično kapsido, ki je sestavljena iz 72 pentamernih kapsomer 
(Favre in sod., 1997). Na Sliki 1 je prikazana oblika HPV.  
 
Slika 1: Elektronsko mikroskopska slika človeškega papilomavirusa (Baker in sod., 1991). 
 
Vsaka kapsomera je v obliki zvezde sestavljena iz petih strukturnih beljakovin L1 
(molekulske mase približno 54 kDa), ki so navzkrižno povezane z disulfidnimi vezmi. 
Strukturna beljakovina L2 je velika 64-78 kDa in je aksialno vstavljena med pet beljakovin 
L1 (Wang in Roden, 2013). 
 
2.2 ZGRADBA GENOMA PV IN VLOGA POSAMEZNIH VIRUSNIH BELJAKOVIN 
Genom PV predstavlja dvojnovijačna kovalentno zaprta krožna DNA molekula dolžine 
7.500-8.000 baznih parov (bp) (Harden in Munger, 2016). 
Virusni genom delimo na tri področja, in sicer na zgodnje področje E (angl. early), pozno 
področje L (angl. late) in ne-kodirajoče področje (angl. long control region; LCR). Zgradba 
genoma je shematsko predstavljena na Sliki 2. 
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Slika 2: Organizacija genoma človeškega papilomavirusa (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Zgodnje področje virusnega genoma nosi zapis za šest virusnih beljakovin (E1, E2, E4, E5, 
E6 in E7), ki sodelujejo pri uravnavanju podvojevanja virusne DNA, uravnavanju izražanja 
virusnih genov, interakciji s celičnimi beljakovinami gostitelja in maligni preobrazbi 
gostiteljskih celic (Kocjan in Poljak, 2011). 
Virusna beljakovina E1 ima pomembno vlogo pri podvojevanju virusne nukleinske kisline. 
E1 je encim, sestavljen iz približno 600-650 aminokislin, ki ima ATP-azno ter helikazno 
aktivnost. Veže se na mesto začetka podvojevanja virusa (angl. origin of replication), 
poveže z DNA polimerazo in sproži začetek podvojevanja virusne DNA. Pripisujejo ji tudi 
zmožnost vzdrževanja HPV v zunajkromosomski obliki oziroma episomu (Beutner in 
Tyring, 1997). 
Beljakovina E2 se skupaj z beljakovino E1 veže na mesto začetka podvojevanja virusa in 
sproži začetek podvojevanja virusne DNA (Favre in sod., 1997). Beljakovina E2 ima vlogo 
tudi pri regulaciji prepisovanja virusnih beljakovin, kjer se veže na različna vezavna mesta 
in tako glede na mesto vezave, zavira ali aktivira prepisovanje beljakovin. Poleg tega je 
beljakovina E2 potrebna za pritrditev virusnih episomov na kromosome in njihovo 
pravilno prerazporeditev med celično delitvijo (Kocjan in Poljak, 2011; McBride, 2013). 
Nizka koncentracija beljakovine E2 spodbuja izražanje genov za zapis virusnih beljakovin 
E6 in E7, medtem ko visoka koncentracija zavira izražanje istih genov z neposrednim 
oviranjem vezave celičnih dejavnikov prepisovanja na zgodnji virusni promotor (Kocjan in 
Poljak, 2011). 
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Beljakovina E4 poruši celični citoskelet in omogoča lažje izstopanje virusnih delcev iz 
okužene celice. Beljakovino E4 povezujejo tudi z zaviranjem celične proliferacije med 
fazo G2, kjer zavira delovanje od ciklina odvisne kinaze 1 (angl. cyclin-dependent 
kinase 1) tako, da prepreči njegovo fosforilacijo. Beljakovina E4 sodeluje tudi pri 
podvojevanju virusnega genoma in v povezavi z beljakovino E2 sodeluje pri sestavljanju 
virusnih delcev in izstopu virusnih delcev iz okužene celice (Doorbar, 2013a). 
Večina genotipov iz rodu Alpha-PV nosi zapis za 40-90 aminokislin dolgo beljakovino E5, 
ki se zasidra v membrano in je pretežno sestavljena iz hidrofobnih aminokislin. Pripisujejo 
ji transformirajoče lastnosti preko tirozinskih kinaz, ki jih prekomerno aktivira, kar vodi v 
eno izmed prvih stopenj v maligni preobrazbi okuženih celic. Beljakovina E5 z vezavo na 
receptorja celičnih rastnih dejavnikov EGF (angl. epidermal growth factor) in PDGF (angl. 
platelet derived growth factor) povzroči neodvisno delitev okuženih celic. V celicah se 
neposredno vežes težko verigo MHC1 (angl. major histocompatibility complex) in 
onemogoči prenos MHC1 kompleksa na površino celice, zaradi česar imunski sistem ne 
prepozna okuženih celic (Dimaio in Petti, 2013). 
Beljakovini E6 in E7 sta najbolj raziskani beljakovini HPV. Pripisujejo jima onkogene 
lastnosti, saj sta neposredno odgovorni za nastanek malignih novotvorb. Beljakovina E6 se 
preko celične ubikvitin-ligaze veže na celično beljakovino p53, ki v primeru poškodb DNA 
omogoča zaustavitev celičnega cikla in tako zagotovi čas, ki je potreben za popravljanje 
poškodb. Z vezavo beljakovine E6 na p53, kateri sledi razgradnja kompleksa s proteosomi, 
se celična raven p53 zelo zniža, kar povzroči nenadzorovano delitev celic, tudi ob 
prisotnosti poškodovane DNA (Boulet in sod., 2007). 
Beljakovina E7 se veže na retinoblastomsko beljakovino pRB, ki ima vlogo pri zaviranju 
nenadzorovane rasti celic. Z vezavo beljakovine E7 visokorizičnih genotipov HPV na pRB  
in sorodni beljakovini (p107 in p130) pride do proteolize celičnih beljakovin v 
proteosomih. Znižanje koncentracije beljakovine pRB onemogoči represijo genov, ki 
uravnavajo celični cikelna prehodu v S-fazo in s tem vplivajo na podvojevanje DNA 
terdelitev celic. Nenormalna in nenadzorovana delitev celic ter nenadzorovano 
podvojevanje DNA sta dva izmed glavnih dejavnikov za maligno transformacijo celic. 
Poleg tega beljakovina E7 neposredno zavira tudi delovanje drugih celičnih komponent 
(ciklinov A in E, ciklinsko-kinaznega kompleksa, inhibitorjev od ciklina odvisnih kinaz 
p21 in p27, histonske deacetilaze), preko katerih še dodatno pospeši nenadzorovano delitev 
celic. Beljakovina E7 preko spodbujanja pomnoževanja centriol povzroča genomsko 
nestabilnost, kar vodi v anevploidijo in preurejanje kromosomov, s tem pa vpliva na 
maligno preobrazbo celic (Boulet in sod., 2007). 
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Pozno področje virusnega genoma nosi zapis za dve strukturni beljakovini (L1 in L2), ki 
sestavljata virusni plašč oz. ikozaedrično kapsido. Gen L1 je najbolj ohranjen del virusnega 
genoma in tudi osnova za razvrščanje PV, filogenetske analize ter dokazovanje okužb s 
HPV (Favre in sod., 1997). 
Beljakovino L1 povezujejo s prvotno vezavo viriona na gostiteljsko celico preko heparan 
sulfatnih proteoglikanov, saj v poskusih, v katerih so s površine celic odstranili heparan 
sulfate, ni prišlo do okužbe s PV (Buck in sod., 2013). 
Gen L2 nosi zapis za malo plaščno beljakovino L2, ki je sestavljena iz približno 500 
aminokislin molekulske mase približno 70 kDa. Pripisujejo ji vlogo pri organizaciji ter 
pakiranju virusnega genoma v kapsido. Beljakovina L2 z beljakovino L1 sodeluje pri 
vstopu in vezavi virusa na gostiteljsko celico. Beljakovina L2 tudi poruši membrano 
poznih endosomov ter s tem omogoči izstop virusnega genoma iz poznega endosoma, kar 
prepreči razgradnjo virusne nukleinske kisline (Kämper in sod., 2006). Odgovorna je tudi 
za prenos virusnega genoma do celičnega jedra preko mikrotubulov ter vstop virusne 
nukleinske kisline v jedro (Wang in Roden, 2013). 
Nekodirajoče področje LCR obsega približno 850-bp in ne vsebuje genov za virusne 
beljakovine, ampak ima vlogo pri uravnavanju podvojevanja in prepisovanja virusnega 
genoma. LCR vsebuje mesto začetka podvojevanja virusnega genoma in več različnih 
vezavnih mest za celične dejavnike prepisovanja, ki vplivajo na izražanje poznih ali 
zgodnjih genov. Ostali elementi, ki jih nekodirajoče področje še vsebuje, so promotorji, 
ojačevalci in utiševalci (Bernard, 2002). 
 
2.3 TAKSONOMSKO RAZVRŠČANJE HPV 
Viruse iz družine Papillomaviridae, ki lahko okužijo človeka, na podlagi skladnosti 
nukleotidnega zaporedja L1 razvrščamo v pet rodov: Alphapapillomavirus (Alpha-PV), 
Betapapillomavirus (Beta-PV), Gammapapillomavirus (Gamma-PV), Mupapillomavirus 
(Mu-PV) in Nupapillomavirus (Nu-PV). Predstavniki posameznega rodu PV se od 
predstavnikov ostalih rodov razlikujejo v vsaj 40 % nukleotidnega zaporedja gena L1. 
Virusne vrste znotraj posameznega rodu PV se razlikujejo v 30-39 % nukleotidnega 
zaporedja gena L1, medtem ko se posamezni genotipi PV znotraj virusne vrste razlikujejo 
v vsaj 10 % nukleotidnega zaporedja gena L1. Kadar se posamezni virusni izolati 
razlikujejo v 2-10 % nukleotidnega zaporedja gena L1 govorimo o različnih podtipih PV, 
in kadar je razlika med posameznimi izolati manjša od 2 % še o podtipskih različicah (de 
Villiers in sod., 2004; Bernard in sod., 2010).  
Odkrivanje novih genotipov HPV spremljajo v Mednarodnem referenčnem centru za HPV 
(angl. International Human Papillomavirus Reference Center) na Karolinska Institutet v 
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Stockholmu na Švedskem, kjer določajo zaporedne številke novo opredeljenih genotipov. 
Za opredelitev in uradno priznanje novega genotipa HPV je potrebno celotni virusni 
genom vklonirati v plazmidne vektorje ter mu določiti celotno nukleotidno zaporedje in za 
PV značilna genomska področja (Kocjan in sod., 2015a). Trenutno je uradno opredeljenih 
206 genotipov HPV, ki so oštevilčeni naključno oz. po vrstnem redu osamitve, ne pa po 
bioloških lastnostih ali filogenetski sorodnosti (Poljak in sod., 2005). V Preglednici 1 so 
prikazani vsi genotipi HPV, ki so bili opredeljeni do maja 2017, in njihova razvrstitev v 
posamezne rodove PV. 
Preglednica 1: Razvrstitev genotipov HPV v posamezne rodove PV (Bzhalava, 2017) 
Rod PV Genotipi HPV 
Rod Alpha-PV 
 HPV-2, HPV-3, HPV-6, HPV-7, HPV-10, HPV-11, HPV-13, HPV-16, HPV-18, 
HPV-26, HPV-27, HPV-28, HPV-29, HPV-30, HPV-31, HPV-32, HPV-33, HPV-34, 
HPV-35, HPV-39, HPV-40, HPV-42, HPV-43, HPV-44, HPV-45, HPV-51, HPV-52, 
HPV-53, HPV-54, HPV-56, HPV-57, HPV-58, HPV-59, HPV-61, HPV-62, HPV-66, 
HPV-67, HPV-68, HPV-69, HPV-70, HPV-71, HPV-72, HPV-73, HPV-74, HPV-77, 
HPV-78, HPV-81, HPV-82, HPV-83, HPV-84, HPV-85, HPV-86, HPV-87, HPV-89, 
HPV-90, HPV-91, HPV-94, HPV-97, HPV-102, HPV-106, HPV-114, HPV-117, 
HPV-125, HPV1-60, HPV-177 
Rod Beta-PV 
 HPV-5, HPV-8, HPV-9, HPV-12, HPV-14, HPV-15, HPV-17, HPV-19, HPV-20, 
HPV-21, HPV-22, HPV-23, HPV-24, HPV-25, HPV-36, HPV-37, HPV-38, HPV-47, 
HPV-49, HPV-75, HPV-76, HPV-80, HPV-92, HPV-93, HPV-96, HPV-98, HPV-99, 
HPV-100, HPV-104, HPV-105, HPV-107, HPV-110, HPV-111, HPV-113, HPV-115 
HPV-118, HPV-120, HPV-122, HPV-124, HPV-143, HPV-145, HPV-150, HPV-151 
HPV-152, HPV-159, HPV-174, HPV-182, HPV-185, HPV-195, HPV-196, HPV-198 
HPV-209 
Rod Gamma-PV 
 HPV-4, HPV-48, HPV-50, HPV-60, HPV-65, HPV-88, HPV-95, HPV-101, HPV-103, 
HPV-108, HPV-109, HPV-112, HPV-116, HPV-119, HPV-121, HPV-123, HPV-126, 
HPV-127, HPV-128, HPV-129, HPV-130, HPV-131, HPV-132, HPV-133, HPV-134, 
HPV-135, HPV-136, HPV-137, HPV-138, HPV-139, HPV-140, HPV-141,HPV-142, 
HPV-144, HPV-146, HPV-147, HPV-148, HPV-149, HPV-153, HPV-154, HPV-155, 
HPV-156, HPV-157, HPV-158, HPV-161, HPV-162, HPV-163, HPV-164,HPV-165 
HPV-166, HPV-167, HPV-168, HPV-169, HPV-170, HPV-171, HPV-172, HPV-173, 
HPV-175, HPV-176, HPV-178, HPV-179, HPV-180, HPV-181, HPV-183, HPV-184, 
HPV-186, HPV-187, HPV-188, HPV-189, HPV-190, HPV-191, HPV-192, HPV-193, 
HPV-194, HPV-197, HPV-199, HPV-200, HPV-201, HPV-202, HPV-203, HPV-205, 
HPV-210 
Rod Mu-PV 
 HPV-1, HPV-63, HPV-204 
Rod Nu-PV 
 HPV-41 
Opomba: Genotipi HPV-206, HPV-207 in HPV-208 še niso razvrščeni v noben rod ali pa njihove sekvence 
niso javno dostopne. 
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V Laboratoriju za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisov in aidsa Inštituta 
za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani so do sedaj 
odkrili in dokončno opredelili enajst genotipov HPV: 
 HPV-120 (Bottalico in sod., 2012) 
 HPV-125 (Kovanda in sod., 2011a) 
 HPV-150 in HPV-151 (Kovanda in sod., 2011b) 
 HPV-159 (Kocjan in sod., 2013a) 
 HPV-174 (Kocjan in sod., 2013b) 
 HPV-179 in HPV-184 (Hošnjak in sod., 2015) 
 HPV-199 (Oštrbenk in sod., 2015) 
 HPV-204 (Kocjan in sod., 2015b) 
 HPV-209 (Bolatti in sod., 2017). 
 
2.3.1 Rod Mu-PV 
V rod Mu-PV trenutno uvrščamo tri genotipe: HPV-1, HPV-63 in HPV-204 (Kocjan in 
sod., 2015a). 
HPV-1 so odkrili leta 1980 pri bolniku z globoko plantarno bradavico (Danos in sod., 
1980), medtem ko je bilo njegovo celotno nukleotidno zaporedje določeno dve leti pozneje 
(Danos in sod., 1982) in vnešeno v gensko banko GenBank pod pristopno številko V01116 
(7815-bp). HPV-1 najpogosteje povezujemo z nastankom plantarnih bradavic, ki se 
razvijejo med 20. in 40. letom starosti predvsem na podplatih in dlaneh (Poljak in Kocjan, 
2011), dokazali pa so ga tudi pri bolnikih z benignimi anogenitalnimi bradavicami 
(Krzyzek in sod., 1980) in v ustni votlini (Ma in sod., 2014). 
HPV-63 so odkrili leta 1993 v keratotični leziji na stopalu bolnika (Egawa in sod., 1993). 
Istega leta so določili tudi velikost njegovega genoma (7348-bp) in celotno nukleotidno 
zaporedje vnesli v gensko banko GenBank pod pristopno številko X70828. Podobno kot 
HPV-1, tudi HPV-63 povezujemo z različnimi keratotičnimi lezijami, plantarnimi in 
navadnimi bradavicami. Benigne spremembe kože, ki jih povzroča HPV-63, so zaenkrat 
odkrili samo na stopalih (Egawa in sod., 2015). Dokazali so ga tudi v brisih ustne votline 
(Šterbenc in sod., 2017). 
HPV-204 je najnovejši predstavnik rodu Mu-PV, ki ga je leta 2009 odkrila raziskovalna 
skupina iz Argentine v sodelovanju z raziskovalci iz Laboratorija za molekularno 
mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisov in aidsa Inštituta za mikrobiologijo in 
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani v brisu kože, njegovo celotno 
nukleotidno zaporedje pa je bilo opredeljeno leta 2014 v brisu analnega kanala imunsko 
kompetentnega bolnika (Kocjan in sod., 2015b). Virusni genom (7227-bp) nosi zapis za 
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šest zgodnjih (E1, E2, E4, E6, E7 in E8) ter dve pozni beljakovini (L1 in L2) (Šterbenc in 
sod., 2017). Celotno nukleotidno zaporedje najdemo v genski banki GenBank pod 
pristopno številko KP769769 (Kocjan in sod., 2015b). 
 
2.4 ŽIVLJENJSKI CIKEL HPV 
2.4.1 Okužba celic 
Model poteka okužbe s HPV temelji na raziskavah virusov iz rodu Alpha-PV. 
Okužba s HPV se začne z mikroskopsko poškodbo epitelija kože ali sluznice, saj HPV 
prvotno okužijo bazalne celice večvrstnega ploščatoceličnega epitela, katere imajo na svoji 
površini heparan-sulfatne proteoglikane, ki služijo kot receptorji, na katere se veže velika 
virusna plaščna beljakovina L1. Vezava virusne plaščne beljakovine L1 povzroči premik 
kapside viriona do sekundarnega receptorja, ki je prav tako heparan-sulfatni proteoglikan, 
kar povzroči konformacijsko spremembo v manjši virusni plaščni beljakovini L2, kjer 
pride do izpostavitve N-terminalnega dela, cepitve beljakovine L2 z encimom furinom in 
posledično do klatrinsko posredovane endocitoze virusa (Schiller in sod., 2010). Omenjeni 
mehanizem okužbe bazalnih celic ni univerzalen za vse genotipe HPV; Bousarghin in sod. 
(2003) so na primer pokazali, da HPV-31 v celice vstopa s pomočjo kaveolno-posredovane 
endocitoze. 
Po vstopu v celico virusni delci potujejo v zgodnjih endosomih (nekateri s kaveosomi) in 
po 8-12ih urah preidejo v pozne endosome, kjer L2 cepi membrano endosoma ter omogoči 
izliv virusnih delcev v citoplazmo (Kämper in sod., 2006). Preko interakcije L2 z 
mikrotubuli se virusni delci premaknejo do celičnega jedra, vendar v jedro lahko vstopijo 
le med celično delitvijo, v odsotnosti jedrne membrane (Wang in Roden, 2013).
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2.4.2 Razmnoževanje HPV 
Okužba s HPV lahko v nadaljevanju poteka kot: popolna (produktivna) okužba, kot 
nepopolna (abortivna) okužba ali kot latentna okužba. 
 
2.4.2.1 Popolna (produktivna) okužba 
Razmnoževanje HPV je natančno uravnano in je odvisno od imunskega odziva okužene 
osebe, prisotnosti virusnih beljakovin ter stopnje zrelosti epitelnih celic. Kompletni virusi 
se sproščajo samo iz dozorelih keratinocitov, medtem ko se virus v bazalnih keratinocitih 
nahaja izključno v obliki zunajkromosomskih krožnih delcev oz. episomov. Bazalne celice 
so zato nosilke prikrite okužbe in jih histološko ni mogoče razlikovati od neokuženih celic. 
Takoj po okužbi se virusni genom, neodvisno od celičnega, začne podvajati in doseže 
približno 50-200 kopij na celico, v nadaljevanju papodvajanje virusnega genoma sledi 
celičnemu ciklu gostiteljske celice. V tej stopnji virusne okužbe je sinteza virusnih 
beljakovin minimalna, virus pa v celici vzdržuje konstantno število kopij genoma brez 
vidnih morfoloških sprememb (Doorbar in sod., 2012). 
Bazalne celice se nato tekom delitve in nadomeščanja vrhnjih slojev epitela odmikajo od 
bazalne membrane v višje sloje epitela. Ko pridejo do srednjega sloja (angl. spinous layer), 
celice začnejo proces diferenciacije v končne keratinocite, ki tvorijo keratinski sloj na 
površini epitela. V procesu končne diferenciacije celic se celični cikel ustavi. V celicah, ki 
so okužene s HPV, se celični cikel ne ustavi, saj zgodnje virusne beljakovine povzročijo, 
da se virusni genom začne še hitreje podvajati po principu kotalečega se kroga (angl. 
rolling circle), celice pa nekontrolirano deliti. Za to fazo virusne okužbe je značilno, da 
onkogeni virusni beljakovini E6 in E7 razgradita celični beljakovini pRB in p53, ki 
zavirata nenadzorovano razmnoževanje celic. V gostiteljskih celicah tako nastaja na tisoče 
kopij virusnega genoma. Ko s HPV okuženi keratinociti pridejo do vrhnjega sloja epitela, 
pride do sinteze poznih virusnih beljakovin (L1 in L2), ki sta ključni pri pakiranju 
virusnega genoma in sestavljanju funkcionalnih virusnih delcev. Pri izstopu iz gostiteljske 
celice ima glavno vlogo virusna beljakovina E4, ki poruši citokeratinsko omrežje celice in 
tako omogoči lažji izstop virusov (Doorbar in sod., 2012). Nastali zreli virusi se sprostijo s 
celično lizo in so sposobni okužiti sosednje celice.  
Pri razmnoževanju HPV so v zgornjih plasteh epitela opazne tudi morfološko spremenjene 
celice (skrčena jedra različnih oblik, grudast kromatin, okoli jeder se pojavlja značilen 
svetli pas), ki kmalu začnejo propadati. Ta pojav imenujemo koilocitoza in je znak 
produktivne okužbe s HPV (Graham, 2010). Na Sliki 3 je shematsko prikazan življenjski 
cikel HPV. 
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Slika 3: Shematski prikaz okužbe in življenjski cikel človeškega papilomavirusa (Graham, 2010). 
 
2.4.2.2 Nepopolna (abortivna) okužba 
Za nepopolno (abortivno) okužbo je značilno, da virus ne zaključi svojega življenjskega 
kroga, kar lahko vodi v napredovanje cervikalne intraepiteljske neoplazije 1. stopnje v 
neoplazije višje stopnje ali celo do nastanka raka materničnega vratu. Model nepopolne 
okužbe s HPV je predstavljen na podlagi mehanizma, ki nam prikaže kako dolgotrajna 
okužba z visokorizičnimi genotipi HPV vodi v nastanek malignih novotvorb (Doorbar, 
2013b). 
V prvi fazi HPV okuži celice ploščatoceličnega epitela. V drugi fazi lahko pri dolgotrajni 
okužbi z visokorizičnimi genotipi HPV (najpogosteje s HPV-16 in HPV-18) pride do 
vključevanja virusne DNA v gostiteljev genom. Mesto vključevanja virusne DNA v 
gostiteljev genom je naključno. Genom HPV se v večini primerov prekine na istem 
mestu, in sicer nekje na področju genskega zapisa za virusno beljakovino E2. Vloga te 
beljakovine je zaviranje prepisovanja drugih dveh zgodnjih virusnih genov (E6 in E7), zato 
se s fizično prekinitvijo gena E2, beljakovini E6 in E7 v celicah prekomerno in 
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nekontrolirano kopičita. Posledica tega je povečana vezava virusnih beljakovin E6 in E7 na 
tumor zavirajoči beljakovini pRB in p53, kar predstavlja ključni dogodek pri nastanku raka 
(Kocjan in Poljak, 2011). 
Beljakovina p53 v celici normalno uravnava prepis celičnih beljakovin, ki so potrebne za 
nadzor prehoda celičnega cikla iz G1 v S fazo. Pri poškodbi celične DNA, ki je lahko 
naključna in nastane kot posledica normalnega celičnega pomnoževanja ali drugih 
fizikalno-kemijskih dejavnikov, se v celici takoj poveča koncentracija beljakovine p53, kar 
zaustavi celično delitev, dokler popravljalni mehanizmi ne popravijo poškodovane DNA. 
Po odpravi poškodb se v celici nivo beljakovine p53 zniža in celični cikel napreduje v S 
fazo, kjer se DNA podvoji. V primeru, da so poškodbe prehude in popravljalni mehanizmi 
ne popravijo poškodovane DNA, beljakovina p53 sproži proces celične apoptoze (Kocjan 
in Poljak, 2011). 
Beljakovina pRB deluje kot zaviralec dejavnikov prepisovanja iz družine E2F, ki imajo 
ključno vlogo pri aktivaciji genov, potrebnih za sintezo DNA in stimulaciji vstopa celice v 
S fazo celičnega cikla. Pri vezavi beljakovine E7 na pRB pride v celici do proteolize 
nastalega kompleksa in s tem do znižanja koncentracije pRB (Kocjan in Poljak, 2011). 
Z oviranjem normalnega delovanja glavnih protitumorskih zaščitnih beljakovin, virusni 
beljakovini E6 in E7 direktno omogočata nenadzorovano delitev celic s poškodovano 
DNA, kar pa posledično vodi v nastanek različnih mutacij znotraj celičnega genoma in s 
tem do velike nagnjenosti k nesmrtnosti ter maligni preobrazbi celic (Kocjan in Poljak, 
2011). 
 
2.4.2.3 Latentna okužba 
Bazalni keratinociti so celice, ki so ponavadi nosilke latentne okužbe s HPV in jih 
histološko ni mogoče razlikovati od neokuženih celic (Kocjan in Poljak, 2011). Do latentne 
okužbe bazalnih celic lahko pride zaradi nizke koncentracije virusne DNA, ki ne omogoča 
nadaljevanja življenjskega kroga HPV. Pri tem je v gostiteljski celici prisotno minimalno 
število virusnih beljakovin. Zaradi nizkega izražanja virusnih beljakovin in episomalne 
oblike DNA, se HPV uspešno izmikajo imunskemu sistemu. Ob stresu, vnetju in drugih 
dejavnikih, ki obremenijo in izčrpajo imunski sistem, lahko pride do začetka prepisovanja 





Vončina A. Razvoj širokospektralne verižne reakcije s polimerazo za dokazovanje virusov iz rodu Mupapillomavirus. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
2.5 DIAGNOSTIKA IN DOKAZOVANJE OKUŽB S HPV 
Virusne okužbe s HPV lahko dokazujemo s tradicionalnimi in molekularnimi metodami. V 
zadnjih letih se zaradi hitrejšega razvoja, nižjih stroškov, boljše občutljivosti in 
specifičnosti ter krajšega časa izvedbe pogosteje uporabljajo molekularne metode. 
 
2.5.1 Tradicionalne metode dokazovanja okužb s HPV 
Ker se HPV razmnožujejo samo v dokončno dozorelih epitelnih celicah, jih v celičnih 
kulturah ne moremo gojiti (Poljak in Kocjan, 2010). 
Med tradicionalne metode dokazovanja okužb s HPV uvrščamo opazovanje citopatskih 
sprememb (koilocitoza) dozorelih epitelnih celic s pomočjo svetlobnega mikroskopa, 
opazovanje virusnih delcev, ki nastanejo pri produktivni okužbi z elektronskim 
mikroskopom ter imunohistokemične metode (Poljak in Kocjan, 2010). 
Imunohistokemične metode temeljijo na dokazovanju virusnih ali celičnih beljakovin s 
pomočjo specifičnih protiteles, označenih s hrenovo peroksidazo, alkalno fosfatazo ali 
fluorescentnim barvilom (Marin, 2011). Po dodatku različnih encimskih substratov pride 
do pojava barve, kar lahko opazimo pod mikroskopom.  
Pomanjkljivosti dokazovanja virusnih beljakovin z imunohistokemičnimi metodami so: 
dokazujemo lahko samo nekatere genotipe HPV ter nizka specifičnost kadar jih želimo 
uporabiti kot nadomestni marker za opredeljevanje s HPV-povzročenih okužb, saj se npr. 
beljakovini pRB in p16 izražata tudi v malignih spremembah, ki niso povezane z okužbo s 
HPV (Moutasim in sod., 2015). 
 
2.5.2 Molekularne metode dokazovanja okužb s HPV 
Molekularne metode temeljijo na dokazovanju značilnih odsekov virusnega nukleotidnega 
zaporedja in jih delimo v dve skupini: hibridizacijske metode (ne pomnožujemo 
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2.5.2.1 Hibridizacijske metode 
Med hibridizacijske metode za dokazovanje okužb s HPV uvrščamo hibridizacijo po 
Southernu, hibridizacijo in-situ, hibridizacijo in-situ na filtru, hibridizacijo dot-blot in 
metodo razvejane DNA (Poljak in sod., 2005). 
Hibridizacija po Southernu je temeljna virološka metoda za dokazovanje številnih DNA 
virusov. V prvi fazi je potrebna osamitev celokupne DNA. Po uspešni osamitvi DNA z 
restrikcijskimi encimi razgradimo na manjše fragmente. V naslednji stopnji pridelke 
razgradnje po velikosti ločimo s pomočjo elektroforeze v gelu. Po poteku elektroforeze 
ločene fragmente DNA prenesemo na nitrocelulozno ali najlonsko membrano, kjer poteče 
hibridizacija s komplementarnimi lovkami, ki so označene radioaktivno ali fluorescentno. 
Po vezavi lovk je potrebno še spiranje nevezanih lovk. Preko filma, ki je občutljiv na 
sevanje (radioaktivna različica) ali oddajanje fluorescence lahko določimo ali vzorec 
vsebuje HPV-DNA oz. določen genotip HPV; odvisno od izbora komplementarne lovke. 
Problem te metode je v časovni zamudi, uporabi radioaktivnih spojin in zahtevni izvedbi 
(Poljak in sod., 2005). 
Hibridizacija dot-blot je tehnično enostavnejša in podobna hibridizaciji po Southernu. Pri 
dot-blot hibridizaciji osamljeno, nerazgrajeno DNA nanesemo direktno na najlonsko 
membrano. Temu sledi hibridizacijas komplementarnimi lovkami, ki so označene 
radioaktivno ali fluorescentno. Pri pozitivnem rezultatu na membrani opazimo madež, po 
katerem ima metoda tudi ime (angl. dot- madež). Metoda je v primerjavi s hibridizacijo po 
Southernu hitrejša in cenejša, vendar ima slabšo občutljivost in specifičnost (Bergamns in 
Gaastra, 1988). 
Hibridizacija in-situ na filtru je poenostavljena različica metode dot-blot, pri kateri ni 
potrebno predhodno osamiti DNA. Začetna faza se izvede tako, da vzorec izpostavimo 
delovanju močnih detergentov in encimov, ki lizirajo celice in sprostijo DNA v tekočino. 
Lizirane celice nato prenesemo na najlonsko membrano ter izvedemo hibridizacijo (Poljak, 
2011). 
Hibridizacija in-situ (angl. in situ hybridization: ISH) je edina metoda s katero lahko 
okužbo s HPV zanesljivo dokažemo v topografski povezavi s patološkimi spremembami, 
ki jih povzročajo. Metoda temelji na denaturaciji ter hibridizaciji tarčne DNA neposredno 
v okuženih celicah in ne na trdnih nosilcih ali v raztopini. Vzorce najprej tretiramo z 
encimi, da celice postanejo prepustne za vstop komplementarnih lovk. Včasih so bile 
pogosto uporabljene radioaktivno označene lovke, v današnjem času pa se najpogosteje 
uporabljajo z biotinom označene lovke, ki so komplementarne tarčnemu delu virusne 
DNA. Temu sledi dodatek encimsko-označenih antibiotinskih protiteles. V zadnji stopnji 
se doda še encimski substrat, ki ga z encimi-vezana označena protitelesa razgradijo. 
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Posledica razgradnje je vidno obarvanje predela celice, kjer so se vezale lovke. Vidno 
barvo lahko opazujemo s svetlobnim mikroskopom (Poljak, 2011). 
Metoda je primerna za dokazovanje virusov v svežih ali arhivskih tkivnih vzorcih, ki so 
fiksirani v formalinu in vklopljeni v parafin. Z ISH lahko tudi razlikujemo, ali se virus v 
celici nahaja v integrirani ali episomalni obliki (Poljak in Kocjan, 2010). 
Tekočinska hibridizacija je metoda, pri kateri komplementarne lovke in tarčne odseke 
virusnega genoma hibridiziramo v raztopini. 
Hybrid Capture 2 High-Risk HPV DNA test (hc2) je eden izmed najbolj razširjenih in 
uporabljenih testov za dokazovanje okužb z visokorizičnimi genotipi HPV iz rodu Alpha-
PV (HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, 
HPV-56, HPV-58, HPV-59 in HPV-68) v zadnjem desetletju. Prvo različico so razvili že 
leta 1997 v podjetju Digene Corporation (Gaithersbrug, MD, ZDA), trenutno pa drugo, 
izboljšano različico, prodaja podjetje Qiagen (Hilden, Nemčija). Hc2 je bil leta 2003 s 
strani FDA (angl. Food and Drug Agency) odobren za rutinsko dokazovanje okužb s HPV 
v brisih materničnega vratu. Prva stopnja izvedbe testa je uporaba močnega alkalnega 
detergenta, ki dvojnovijačno DNA (angl. double stranded) razcepi v enovijačno DNA 
(angl. single stranded). Temu sledi prenos enovijačne DNA v hibridizacijsko tekočino, 
kateri dodamo neoznačene RNA lovke, ki se komplementarno vežejo na tarčno virusno 
DNA. Naslednja stopnja je vezava nastalih hibridov DNA-RNA na netopni nosilec 
(mikrotitrska plošča), ki ima na površini nanešena specifična poliklonska protitelesa. Nato 
se dodajo še druga protitelesa z vezano alkalno fosfatazo, ki prepoznajo hibridni kompleks 
DNA-RNA, ter kemiluminiscentni substrat. Nevezana protitelesa in substrat nato 
odstranimo iz raztopine, da ne pride do nezaželjenih lažno-pozitivnih rezultatov ter 
izmerimo intenziteto svetlobe v luminometru (Villa in Denny, 2006). Intenziteta sproščene 
svetlobe, ki jo oddaja kemiluminiscentni substrat je sorazmerna količini vezanih hibridov 
oz. količini DNA v vzorcu. Pomanjkljivosti omenjenega testa so, da med posameznimi 
genotipi HPV ni mogoče razlikovati in potencialna navzkrižna reaktivnost med 
posameznimi pari lovk (Poljak in Kocjan, 2010). 
Metoda razvejane DNA (angl. branched DNA) je najbolj občutljiva hibridizacijska metoda, 
ki se uporablja v diagnostiki virusnih okužb. Z omenjeno metodo lahko zelo natančno in 
ponovljivo dokažemo prisotnost virusnih nukleinskih kislin v vzorcu. V prvi stopnji 
izvedbe testa izvedemo lizo celic, pri čemer se sprosti DNA. Nadaljnja izvedba poteka v 
vdolbincah mikrotitrske plošče, v katerih so pritrjene primarne lovke, kamor se veže tarčna 
virusna nukleinska kislina. Sledi spiranje nevezanih molekul in vezava sekundarnih lovk. 
Temu sledi spiranje in vezava terciarnih lovk, ki so označene z alkalno fosfatazo. V zadnji 
stopnji sledi še dodatek kemiluminiscentnega substrata in merjenje intenzitete sproščene 
svetlobe, ki je sorazmerna količini tarčne DNA v vzorcu (Poljak, 2011). 
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2.5.2.2 Metode pomnoževanja virusnih nukleinskih kislin 
2.5.2.2.1 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižna reakcija s polimerazo ali na kratko PCR (angl. polymerase chain reaction), ki jo je 
razvil Kary Mullis in za svoje odkritje leta 1983 prejel Nobelovo nagrado, je metoda, ki je 
v virologiji in tudi drugih znanstvenih sferah nepogrešljiva. PCR reakcija temelji na in 
vitro pomnoževanju tarčnega odseka nukleinske kisline s pomočjo oligonukleotidnih 
začetnikov (angl. primers; OZ), ki se komplementarno vežejo na izbrani odsek (virusnega) 
nukleotidnega zaporedja. Ključen korak pri dokazovanju tarčnih nukleinskih kislin z 
metodo PCR je tako izbira že obstoječih oz. izdelava novih OZ, ki jih delimo na 
skupinsko-značilne in na tipsko-značilne. Z uporabo skupinsko-značilnih 
(širokospektralnih) OZ lahko v eni sami reakciji pomnožimo širok spekter genotipov HPV. 
Za opredeljevanje okužb z več različnimi genotipi HPV iz rodu Alpha-PV najpogosteje 
uporabljamo širokospektralne OZ GP5+/6+, PGMY09/11 in SPF-PCR, ki nalegajo na 
visoko ohranjena zaporedja gena L1. Ker lahko pri integraciji virusnega genoma v 
gostiteljev genom pride do delecije omenjenega gena, je primerna tarča širokospektralnih 
OZ tudi ohranjen del zaporedja gena E1 (Maver in sod., 2010). Tipsko-značilni OZ 
nalegajo na nukleotidna zaporedja, ki so značilna za vsak posamezen genotip HPV. 
 
 Razvoj novih oligonukleotidnih začetnikov 
Nove skupinsko- oz. tipsko-značilne OZ lahko na podlagi znanega nukleotidnega 
zaporedja oz. poravnave znanih tarčnih nukleotidnih zaporedij v primeru skupinsko-
značilnih OZ razvijemo s pomočjo prosto dostopnih spletnih aplikacij ali pa s pomočjo 
izkušenj, ob upoštevanju naslednjih pogojev: optimalna dolžina OZ je med 18 in 30 
nukleotidov, vsebnost nukleinskih baz C in G mora biti 40-60 %, temperatura tališča para 
OZ mora biti približno enaka (oz. se lahko razlikuje za največ 5 °C), prav tako pa 
kompatibilna z encimom, ki ga želimo uporabiti. Primer spletne aplikacije, ki omogoča 
izdelavo širokospektralnih OZ je Primaclade (http://primaclade.org/cgi-
bin/primaclade.cgi), ki omogoča izdelavo tako konsenznih kot tudi degeneriranih OZ 
(Gadberry in sod., 2005). V omenjeni aplikaciji lahko nastavimo tudi želeno število 
degeneriranih baz, ki je obratno sorazmerno s specifičnostjo OZ za tarčna zaporedja. Ob 
uporabi spletnih aplikacij ali pa lastnih izkušenj dobimo več potencialnih parov OZ, vendar 
moramo pred uporabo preveriti še, da ne pomnožujejo netarčnih nukleotidnih zaporedij. 
Pri razvoju OZ s katerimi želimo pomnožiti HPV-DNA je še posebej pomembno, da ne 
pomnožujejo človeške DNA, ki je v vzorcu ponavadi prisotna v prebitku, kar lahko 
preverimo s spletno aplikacijo MFE primer ali z algoritmom BLAST. 
 
17 
Vončina A. Razvoj širokospektralne verižne reakcije s polimerazo za dokazovanje virusov iz rodu Mupapillomavirus. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
 Optimizacija protokola PCR 
Pri razvoju in optimizaciji nove reakcije PCR moramo upoštevati številne spremenljivke, 
ki bodisi vplivajo na sestavo reakcijske mešanice (koncentracija dNTP-jev - osnovni 
gradniki nukleinskih kislin: deoksinukleotidtrifosfati (dATP, dGTP,dCTP,dTTP), MgCl2, 
OZ in encima) bodisi na protokol pomnoževanja (lastnosti tarčnega zaporedja in razvitih 
OZ). Reakcijsko mešanico ponavadi sestavimo v skladu z navodili proizvajalca 
uporabljenega encima. Danes najpogosteje uporabljamo temperaturno obstojen encim Taq 
DNA-polimeraza, ki so ga prvič osamili iz bakterije Thermus aquaticus. Optimalna 
koncentracija encima je pomembna, ker ob premajhni količini encima/reakcijo nastane 
malo pridelkov PCR, medtem ko lahko ob previsoki količini nastanejo nespecifični 
pridelki pomnoževanja. DNA-polimeraza za svoje delovanje potrebuje proste ione Mg2+. 
Previsoka koncentracija magnezijevih ionov lahko zmanjša učinkovitost DNA-polimeraze 
in vodi v nastanek nespecifičnih pridelkov, medtem ko prenizka koncentracija 
magnezijevih ionov lahko privede do motenj v delovanju encima in s tem do slabše 
občutljivosti reakcije. Pri optimizaciji koncentracije magnezijevih ionov je potrebno 
upoštevati tudi, da magnezijeve ione vežejo dNTP. Koncentracija dNTP ima pomemben 
vpliv na samo specifičnost reakcije PCR. Previsoka koncentracija lahko privede do 
nespecifičnega pomnoževanja, medtem ko prenizka koncentracija lahko ovira učinkovitost 
pomnoževanja. Previsoka koncentracija OZ lahko privede do nastanka nespecifičnih 
pridelkov PCR, saj se zaradi komplementarnosti lahko združijo posamezni OZ in nastanejo 
t.i. dimeri, ki jih polimeraza pomnoži (Poljak in sod., 1994). 
Protokol pomnoževanja tarčne DNA s PCR je sestavljen iz treh osnovnih stopenj: 
denaturacija dvojnovijačne DNA in aktivacija encima DNA-polimeraze, prileganje OZ na 
matrico in podaljševanje novo-nastale verige DNA. Začetna denaturacija dvojnovijačne 
DNA in aktivacija DNA polimeraze ponavadi poteka 15 minut pri 95 °C (odvisno od 
uporabljenega encima). Medtem ko predolga denaturacija lahko privede do izgube 
aktivnosti encima, prekratka denaturacija lahko vodi do nepopolnega razpada 
dvojnovijačne DNA. Začetni denaturaciji matrice sledi več ciklov (25-40) pomnoževanja 
tarčne DNA, pri čemer se korak krajše denaturacije (do ene minute) ponovi na začetku 
vsakega novega cikla. Temperatura prileganja OZ, ki jo ponavadi določimo s prosto-
dostopnimi spletnimi aplikacijami, je odvisna od lastnosti OZ (dolžine in vsebnosti 
posameznih nukleotidov). Previsoka temperatura prileganja lahko privede do zmanjšanja 
učinkovitosti vezave OZ, prenizka temperatura pa do nastanka nespecifičnih pridelkov 
PCR. Podaljševanje novo-nastale verige DNA od 5' proti 3' koncu poteka s pomočjo DNA 
polimeraze. Medtem, ko je temperatura podaljševanja odvisna od lastnosti DNA-
polimeraze, je čas podaljševanja odvisen od predvidene dolžine pridelka PCR (približno 
ena minuta/1 kbp). Predolg čas podaljševanja lahko privede do nastanka nespecifičnih 
produktov, medtem ko prekratek čas podaljševanja lahko DNA-polimerazi onemogoči 
podaljševanje celotne novo-nastale verige. Skozi ponavljanje temperaturnih ciklov pride do 
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eksponentnega naraščanja začetne koncentracije tarčne DNA, saj vsak naslednji cikel 
podvoji število tarčnih molekul v PCR mešanici. Priporočeno število ciklov pomnoževanja 
DNA je obratno sorazmerno začetni koncentraciji tarčne DNA. Preveliko število ciklov 
lahko privede do nastanka nespecifičnih pridelkov PCR, ob premajhnem številu pa nastane 
premalo pridelka PCR. Na koncu pomnoževanja tarčne DNA sledi še končno 
podaljševanje verige DNA, ki dodatno poviša učinkovitost reakcije PCR (Poljak in sod., 
1994). 
 
 Opredeljevanje pridelkov PCR 
Po končani klasični reakciji PCR je potrebno opredeliti specifičnost pridelkov PCR, za kar 
je na voljo več metod kot so: elektroforeza v gelu, RFLP (angl. restriction fragment lenght 
polymorphism), hibridizacijske metode, metoda ELOSA (angl. enzyme linked 
oligonucleotide sorbent assay), metoda Luminex in avtomatsko določanje nukleotidnega 
zaporedja pridelkov PCR (Poljak in sod., 1994). 
Elektroforeza v gelu je najhitrejša in najcenejša metoda za dokazovanje pridelkov PCR. Pri 
tej metodi s pomočjo agaroznega gela pridelke PCR ločimo glede na njihovo velikost. Ker 
lahko med reakcijo PCR nastanejo tudi nespecifični pridelki, ki so po velikosti enaki 
pričakovanemu pridelku, moramo njihovo specifičnost potrditi z različnimi 
hibridizacijskimi metodami ali z neposrednim določanjem nukleotidnega zaporedja 
(Poljak, 2011). 
Hibridizacijske metode, ki se najpogosteje uporabljajo pri opredeljevanju pridelkov 
klasične PCR so reverzni dot-blot, reverzni line-blot in mikromreže. Metoda reverzni dot-
blot temelji na protokolu za hibridizacijo dot-blot, le da na najlonsko membrano z vezano 
neoznačeno lovko nanašamo pridelke PCR. Po vezavi na membrano dodamo radioaktivno 
ali neradioaktivno označene tipsko-značilne lovke, ki se vežejo na pridelek PCR. Kadar 
želimo pridelke PCR opredeliti z metodo reverzni line-blot moramo v PCR reakciji 
uporabiti z biotinom označene OZ. Po končani reakciji PCR, pridelke nanesemo na 
najlonsko membrano, z vezanimi tipsko-značilnimi lovkami in opazujemo ali na mestih, 
kjer so nanešene posamezne lovke pride do značilnega obarvanja membrane. V diagnostiki 
okužb s HPV z namenom genotipizacije najpogosteje uporabljamo komercialno dostopna 
testa INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II (Fujirebio, Gent, Belgija), s katerm lahko 
opredelimo 32 različnih genotipov HPV, ter Linear Array HPV Genotyping Test (Roche 
Molecular Diagnostics, Brachburg, NJ, ZDA), s katerim lahko opredelimo 36 različnih 
genotipov HPV (Poljak in sod., 2016). 
Mikromreže se v molekularni biologiji pogosto uporabljajo, saj omogočajo vzporedno 
dokazovanje večjega števila tarčnih molekul v enem poskusu. Genotipizacijski testi, ki 
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temeljijo na tehnologiji mikromrež, so zasnovani na principu reverzne hibridizacije. 
Fluorescentno označene pridelke PCR denaturiramo in prenesemo na netopni nosilec ali 
DNA čip (ime je lahko tudi genomski čip ali biočip), ki ima na površini vezane HPV 
značilne lovke. Če hibridizacija poteče, potem to zaznamo s pomočjo laserskega žarka, ki 
vzbudi določeno valovno dolžino flourescentnega označevalca. Druga možnost zaznave 
rezultatov je kromogenska precipitacija. Na trgu je dostopnih mnogo komercialnih testov 
za genotipizacijo HPV, ki temeljijo na omenjeni tehnologiji. Najbolj pogosto uporabljena 
sta PapilloCheck HPV-Screening test (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemčija), ki je 
zmožen identifikacije 24 genotipov HPV in Clart HPV 2 (Genomica, Coslada, Španija), ki 
je zmožen identifikacije 35 genotipov HPV (Poljak in Kocjan, 2010). 
Podjetje Luminex Corporation je razvilo komercialni test Luminex xMap (Luminex 
Corporation, Austin, Texas, ZDA), ki temelji na polistirenskih kroglicah, ki so obarvane z  
različnimi deleži dveh barvil (rdeče in infrardeče). Tako lahko uporabimo kombinacijo 100 
različnih kroglic, kjer ima vsaka kroglica unikatni spektralni podpis, ki ga prepozna merilni 
instrument z dvema laserjema. Z biotinom označene pridelke PCR denaturiramo in 
hibridiziramo na kroglice, ki imajo na površini vezane oligonukleotidne lovke za 
posamezne genotipe HPV. Po poteku reverzne hibridizacije, nevezane produkte speremo, 
dodamo fluorofor streptavidin in rezultate ovrednotimo s spektrofotometrom (Poljak in 
Kocjan, 2010).  
S pomočjo neposrednega določanja nukleotidnega zaporedja (sekveniranja) pridobimo 
natančno zaporedje nukleotidov tarčnega pridelka PCR ali drugih tarčnih nukleotidnih 
zaporedij. V ta namen danes najpogosteje uporabljamo različico dideoksiterminacijske 
metode po Sangerju, ki temelji na fluorescentno označenih terminalnih dideoksinukleotidih 
(ddNTP) (Lee in sod., 2007). Končano sekvenčno reakcijo, v kateri pridelke označimo s 
fluorescentno obarvanimi ddNTP-ji, prenesemo v avtomatski sekvenator, ki na podlagi 
velikosti posameznih verig in izsevane fluorescence določi nukleotidno zaporedje v obliki 
elektroferograma. 
 
2.5.2.2.2 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real-time PCR; RT-PCR) je 
nadgradnja klasične PCR. Pri tej metodi lahko količini pridelka PCR sledimo med samim 
pomnoževanjem preko merjenja fluorescence (Iftner in Villa, 2003). S tem se zmanjša 
možnost kontaminacije in trajanje postopka, saj pomnoževanje ter ovrednotenje PCR 
pridelkov poteka v samem sistemu. Pri izvajanju metode RT-PCR lahko izbiramo med 
dvema tipoma fluorescentnih označevalcev: označevalci, ki se nespecifično vežejo v DNA 
(na primer SYBR Green) ali označevalci, ki se specifično vežejo na DNA kot so hidrolizne 
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lovke (angl. TaqMan), hibridizacijske lovke FRET in molekularna svetila (angl. Molecular 
Beacons, Scorpion probes) (Wu in sod., 2008). 
 
2.5.2.2.3 Pomnoževanje, posredovano s prepisovanjem RNA 
V zadnjih letih so številne raziskave pokazale, da lahko okužbe s HPV dokazujemo tudi 
preko dokazovanja mRNA HPV. Pri tem se najpogosteje dokazuje mRNA, ki se prepiše iz 
virusnih genov E6 in E7. Detekcijo virusne mRNA lahko izvedemo s kombinacijo metode 
reverzne transkripcije in PCR. Druga možnost je pomnoževanje, posredovano s 
prepisovanjem RNA (angl. nucleic acid sequence-based amplification; NASBA), na 
katerem temelji več komercialnih testov (Poljak in sod., 2012): 
 PreTect-HPV-Proofer (NorChip, Klokkarstua, Norveška) in NucliSENS EasyQ HPV 
(BioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija) lahko opredelita okužbo s petimi 
visokorizičnimi genotipi iz rodu Alpha-PV. 
 APTIMA HPV Assay (Gen-Probe, San Diego, ZDA) je edini komercialni test, ki 
temelji na tehnologiji NASBA, in je odobren s strani FDA v ZDA; z uporabo 
omenjenega testa lahko v vzorcu zaznamo do 14 genotipov Alpha-PV. 
 
2.5.2.3 Novejše metode dokazovanja okužb s HPV 
Poleg sekveniranja po Sangerju so se v zadnjih letih pojavile metode, ki jim s skupnim 
imenom pravimo metode sekveniranja naslednje generacije (angl. Next-Generation 
Sequencing). Čeprav je postopek sekveniranja druge generacije pri različnih proizvajalcih 
podoben, ima vsak proizvajalec drugačne instrumente, analizo rezultatov in pripravo 
vzorca.  
Pri t.i. sekveniranju s sintezo podjetja Illumina (San Diego, California, ZDA) osamljeno 
DNA najprej fragmentiramo npr. s pomočjo sonifikacije, nato pa pripravimo DNA 
knjižnico, ki vsebuje posamezne fragmente DNA molekul z vezanimi adapterji. Sledi 
denaturacija DNA in vezava ssDNA na pretočno celico na površini netopnega nosilca. 
Nato v reakcijo dodamo neoznačene nukleotide ter DNA-polimerazo, ki pomnoži vezane 
fragmente DNA v kratkem PCR. Po končanem PCR nevezane nukleotide in DNA-
polimerazo speremo. Pomnožene pridelke PCR denaturiramo, nato pa mešanici dodamo 
fluorescentnooznačene dNTP, OZ ter DNA-polimerazo. Pri vgradnji posameznega 
nukleotida v verigo se odcepi fluorofor, izsevano fluorescencopa zazna računalnik preko 
CCD-kamere. Z metodo Illumina rezultate pridobimo v obliki nukleotidnih zaporedij 
dolžine do 300-bp po približno 30 urah (Samman in sod., 2013). 
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Pri sekveniranju s tehnologijo Ion Torrent osamljeno DNA najprej fragmentiramo nato 
pripravimo DNA knjižnico, podobno kot pri tehnologiji Illumina. Sledi vezava 
fragmentirane DNA na površino kroglic, kjer pride do pomnoževanja posameznih 
fragmentov z metodo emPCR (angl. emulsion PCR). Pri tem na površini kroglic nastane do 
milijon kopij fragmentov DNA. Nato se kroglice prenese na poseben čip, ki ima na več 
milijonov mikro luknjic - v vsako luknjico pade samo ena kroglica. Celoten čip se nato 
prelije z nukleotidnimi bazami - vsakič samo z eno vrsto nukleotidne baze. Pri vgradnji 
komplementarnega nukleotida v verigo na kroglici, se sprosti vodikov ion, kar vpliva na 
spremembo pH raztopine. Pod vsako luknjico se nahaja pH senzor, ki zazna spremembe v 
raztopini. Pri tej metodi lahko v štirih urah pridobimo nukleotidna zaporedja dolžine 200-
400-bp (Buermans in Dunnen, 2014). 
Tehnologija SMRT (angl. single molecule real time) temelji na sekveniranju brez 
predhodnega pomnoževanja pripravljene DNA knjižnice. Sekveniranje poteka v posebnih 
vdolbinicah, ki se imenujejo ZMW (angl. zero-mode waveguide). Na vsaki plošči je 
približno 150,000 vdolbinic. Na dnu vsake ZMW vdolbinice je vezana ena molekula DNA, 
na katero je vezana tudi DNA-polimeraza. Vdolbinico se spira s štirimi fluorescentno 
označenimi dNTP-ji. Po vgradnji posameznega dNTP-ja v verigo DNA se fluorescentno 
barvilo, ki je za vsako DNA bazo različno, odcepi od verige DNA. Na dnu vdolbinice 
posebna kamera meri oddano fluorescenco in nam rezultate poda v obliki elektroferograma 
(Buermans in Dunnen, 2014). 
Sekveniranje naslednje generacije je zelo občutljiva, natančna metoda, ki sicer še ni 
uveljavljena v rutinski diagnostiki in je bolj namenjena raziskovanju. Metoda se lahko 
uporabi za namene sekveniranja DNA, RNA, odkrivanja novih virusnih povzročiteljev, 
opredeljevanje mutacij, preučevanje epigenetike in transkriptomike. Pomanjkljivosti 
omenjene metode so zamudna priprava DNA knjižnic, zahtevna tehnična izvedba, visoka 
cena instrumentov ter reagentov in zahtevna interpretacija rezultatov (Fan in sod., 2006). 
MALDI-TOF MS (angl. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight 
Mass Spectrometry) je analitična metoda, ki je primerna za dokazovanje vseh bioloških 
makromolekul. Metoda temelji na fiksaciji vzorca v posebnem kristalnem matriksu, v 
katerega usmerimo laser, ki povzroči desorbcijo ter ionizacijo vzorca. Molekule nato v 
električnem polju pospešimo skozi kovinsko cev do detektorja, kjer se ločijo glede na maso 
in naboj (Cobo, 2013). V zadnjem koraku lahko kromatograme znanih molekul 
primerjamo z našim vzorcem in, če se vrhovi kromatogramov ujemajo lahko identificiramo 
tarčno molekulo. Metoda se lahko v kombinaciji s hkratnim PCR (angl. multiplex PCR) 
uporablja tudi za genotipizacijo okužb s HPV. Najpogosteje se uporabljajo širokospektralni 
OZ GP5+/GP6+ in drug par tipsko-značilnih podaljšanih OZ, ki omogoča identifikacijo 
visokorizičnih genotipov HPV v eni sami reakciji (Yi in sod., 2011). Druga možnost 
MALDI-TOF MS metode je detekcija virusnih beljakovin E6 in E7, ki sta prisotni v 
okuženih celicah (Sahab in sod., 2012). 
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2.5.3 Odkrivanje novih genotipov HPV 
V zadnjem desetletju odkrivanje novih genotipov HPV poteka izključno s pomočjo 
sodobnih molekularnih metod kot so PCR, pomnoževanje celotnega virusnega genoma po 
principu kotalečega se kroga in sekveniranje naslednje generacije (Kocjan in sod., 2015a). 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) predstavlja najbolj pogosto uporabljeno metodo za 
odkrivanje novih genotipov HPV, saj je hitro izvedljiva, poceni in občutljiva. Ponavadi pri 
odkrivanju novih genotipov HPV najprej uporabimo širokospektralne OZ, ki nalegajo na 
večje število različnih genotipov HPV. Če pri tem odkrijemo potencialno novi genotip 
HPV, v naslednjem koraku uporabimo tipsko-značilne OZ s katerimi lahko pomnožimo 
celotni genom potencialno novega genotipa HPV. To lahko storimo z metodo reverznega 
PCR (angl. inverted PCR) ali z metodo prekrivajočih se pridelkov PCR (angl. overlapping 
PCR). Pri reverznem PCR gre za metodo, kjer dva tipsko-značilna OZ postavimo drug ob 
drugega tako, da pomnožita celotni virusni genom v enem kosu. Z metodo prekrivajočih se 
pridelkov PCR pripravimo dva ali več pridelkov PCR, katerih konci se prekrivajo, kar 
omogoča pomnoževanje celotnega virusnega genoma. Nastale pridelke PCR obeh metod 
potem vstavimo v plazmidne vektorje in jim določimo celotno nukleotidno zaporedje z 
metodo pomikanja OZ (angl. primer-walking) (Kocjan in sod., 2015a). 
Pri odkrivanju novih genotipov HPV v vzorcih z nizko koncentracijo virusne DNA si 
pogosto pomagamo z metodo nespecifičnega pomnoževanja vseh krožnih molekul po 
principu kotalečega kroga (angl. rolling circle amplification; RCA), ki omogoča obogatitev 
koncentracije virusne nukleinske kisline. Pridelki RCA predstavljajo konkatemerne 
ponovitve vseh krožnih genomov in so primerni za nadaljnjo opredeljevanje prisotnosti 
novih genotipov HPV s PCR, z metodami globokega sekveniranja ter z analizo fragmentov 
restrikcijskih encimov oz. njihovim direktnim kloniranjem (Kocjan in sod., 2015a). 
Sekveniranje naslednje generacije je podrobno opisano v podpoglavju 2.5.2.3 Novejše 
metode dokazovanja okužb s HPV. 
 
2.5.4 Dokazovanje okužb s HPV v brisih 
Brisi kože in sluznic so najbolj pogosto uporabljena kužnina za diagnostiko okužb s HPV, 
saj je metoda najmanj invazivna ter boleča za bolnika. Ker se HPV sproščajo iz epitelnih 
celic, predstavlja bris novotvorbe (kožne bradavice) ustrezno mesto vzorčenja, ker lahko z 
vatirano palčko zajamemo veliko število virusnih delcev. Pri tem je potrebno razlikovati 
med naravno prisotno mikrofloro HPV na površini kože in etiološko-povezanimi 
povzročitelji novotvorb, pri čemer si lahko pomagamo z lepilnim trakom, s katerim s 
površine novotvorbe odstranimo virusne kontaminante (Forslund in sod., 2004). S 
predhodnimi raziskavami so tudi dokazali, da lahko, kadar s površine novotvorb 
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odstranimo virusne kontaminante, v svežih tkivnih vzorcih in pripadajočih brisih 
sprememb dokažemo okužbo z istim genotipom HPV (Forslund in sod., 2003; de Koning 
in sod., 2011). 
Pri okoljskih vzorcih turške savne bris kontaminirane površine predstavlja edino možnost 
vzorčenja.
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
V magistrsko nalogo smo vključili 29 brisov histološko potrjenih kožnih bradavic in 55 
brisov površine turške savne štirih neodvisnih kopališč v Sloveniji. Vsi brisi kože in javnih 
površin so bili odvzeti s sterilnimi komercialnimi brisi 4N6FLOQSWABS (Thermo Fisher 
Scientific, Wilmington, Nemčija). 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Izdelava rodovno-značilnih OZ za pomnoževanje Mu-PV 
Za izdelavo rodovno-značilnih OZ, ki omogočajo pomnoževanje vseh uradno priznanih 
genotipov HPV iz rodu Mu-PV smo uporabili celotna nukleotidna zaporedja gena E1 HPV-
1 (HPV1REF), HPV-63 (HPV63REF) in HPV-204 (HPV204REF), ki so dostopna v genski 
banki PaVE (Van Doorslaer in sod., 2013). Poravnavo nukleotidnih zaporedij gena E1 smo 
izvedli z uporabo računalniškega programa ClustalW, ki je sestavni del programskega 
paketa BioEdit SequenceAlignment Editor (North Carolina State University, ZDA). 
Poravnana nukleotidna zaporedja smo vnesli v spletno aplikacijo Primaclade 
(http://primaclade.org/cgi-bin/primaclade.cgi), ki omogoča izdelavo konsenznih in 
degeneriranih OZ (Gadberry in sod., 2005). Pri iskanju ustreznih OZ smo dovolili največ 
tri degenerirane baze. Nespecifično naleganje dobljenih OZ na človeško DNA smo 
naknadno preverili s spletno aplikacijo MFEprimer 2.0 (http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab
/MFEprimer-2.0) in takoj izločili vse neustrezne OZ.  
V Preglednici 2 sta navedena dva kompleta OZ, ki sta bila izbrana kot najbolj primerna 
kandidata za nadaljnje delo. 
Preglednica 2: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih začetnikov Mu-PV in velikosti pričakovanih 
pridelkov PCR 




MUe1a-F RGCAAAAYATGTKAARGACTGTG 341-bp 
 MUe1a-R GGYTGCAACCAAAAHTGACTTT 
B 
MUe1b-F AGYAAAAGTCADTTTTGGTTGC 375-bp 
 MUe1b-R CCTCGTCTTCTTGRTCACTT 
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Natančno naleganje OZ znotraj genov E1 HPV-1, HPV-63 in HPV-204 je podrobneje 
predstavljeno v Preglednici 3 in 4. 
 
Preglednica 3: Naleganje oligonukleotidnih začetnikov MuE1a-Fw/MuE1a-Rv na gen E1 HPV-1, HPV-
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Preglednica 4: Naleganje oligonukleotidnih začetnikov MuE1b-Fw/MuE1b-Rv na gen E1 HPV-1, 
HPV-63 in HPV-204 
 
 
Za nadaljnje testiranje smo v magistrskem delu uporabili le komplet OZ Mue1b-Fw/-Rv, ki 
omogoča pomnoževanje 375-bp velikega dela gena E1 vseh do sedaj znanih Mu-PV. 
 
3.2.2 Optimizacija MuE1bPCR 
Analitično občutljivost MuE1bPCR smo določili z uporabo redčitvene vrste plazmidne 
DNA, ki je vsebovala genom HPV-1, HPV-63 oz HPV-204 v koncentracijah 103, 102, 10 
in 1 kopijo virusne DNA/reakcijo, ob pristnosti 50 ng HPV-negativne človeške DNA 
osamljene iz brisa analnega kanala. Za pomnoževanje virusne DNA smo uporabili komplet 
kemikalij HotStarTaqPlus DNA Polymerase (Qiagen); optimalna sestava reakcijske 
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mešanice je podana v Preglednici 5. Za pomnoževanje HPV-DNA smo uporabili napravo 
Veriti ThermalCycler (Thermo Fisher Scientific).  
Preglednica 5: Vsebina reakcijske mešanice za pomnoževanje 375-bp velikega dela gena E1 Mu-PV 
Kemikalije 
Količina za en 
vzorec (µl) 
Končna koncentracija 
dNTP mix (10 mM) 0,5 200 µM 
10 x CoralLoad PCR buffer (z 15 mM MgCl2) 2,5 1 X 
MgCl2 (25mM) 1,0 2,5 mM 
OZ Mue1B-Fw (50 µM) 0,25 0,5 µM 
OZ Mue1B-Rv (50 µM) 0,25 0,5 µM 
HotStarTaq Plus DNA Polymerase (5U/µl) 0,125 0,625 U 
ddH2O 15,375  
Volumen MMX-a 20  
DNA 5  
Skupaj 25  
 
Pomnoževanje HPV-DNA smo izvedli z reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja 
OZ (angl. touchdown PCR), ki zmanjšuje možnost nespecifičnega prileganja OZ oz. 
netarčnega pomnoževanja nukleinske kisline, najpogosteje človeške DNA. Pred začetkom 
pomnoževanja smo izvedli 5-minutno aktivacijo encima Taq DNA polimeraza in 
denaturacijo dvojnoverižne DNA pri 95 °C. Temu je sledilo petkratno ponavljanje prvega 
temperaturnega cikla, sestavljenega iz treh inkubacij: 50 s pri 94 °C, 50 s pri 58 °C in 
1 min pri 72 °C. Temu sta sledila še dva temperaturna cikla, kjer je bila edina razlika v 
nižji temperaturi prileganja OZ: v prvem ciklu je bila temperaturaprileganja pri 57 °C, v 
drugem ciklu pa pri 56 °C. Četrti temperaturni cikel smo ponovili 25-krat in je bil 
sestavljen iz treh inkubacij: 50 s pri 94 °C, 50 s pri 55 °C in 1 min pri 72 °C. Zadnjemu 
ciklu PCR je sledilo končno podaljševanje pridelkov PCR s 7-minutno inkubacijo pri 
72 °C in ustavljanje encimske reakcije z ohladitvijo reakcijske mešanice na 8 °C. 
 
3.2.3 Osamitev celokupne DNA iz brisov kože in površin 
Za osamitev celokupne DNA smo uporabili komercialno dostopen komplet kemikalij EZ1 
DNA  Investigator Kit (Qiagen) in napravo Biorobot EZ1 Advanced (Qiagen). Postopek 
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osamitve DNA smo izvedli po navodilih proizvajalca. V prvem koraku smo odlomili 
vatiran del brisa in ga prenesli v 2 ml tubico s 400 µl pufra G2 (razredčenega z vodo v 
razmerju 1:1) in 10 µl proteinaze K. Vsebino tubice smo dobro premešali na mešalu Top 
Mix FB15024 (Thermo Fisher Scientific) in vzorec inkubirali 30 minut pri 56 °C in 
400 obratih na minuto (angl. rotations per minute; rpm). Po končani inkubaciji smo vzorcu 
dodali 1 µl prenašalne RNA (angl. carrier RNA) (1 µg/µl) in ga prenesli v napravo EZ1. 
Nadaljnji postopek osamitve DNA je bil izveden po protokolu ''Tip Dance''. Elucija vezane 
DNA je bila izvedena s 50 µl pufra TE; osamljeno DNA smo do uporabe shranili pri 4 °C. 
 
3.2.4 Preverjanje uspešnosti osamitve celokupne DNA in odsotnosti zaviralcev PCR 
Uspešnost osamitve celokupne DNA in odsotnost zaviralcev PCR smo preverili z RT-PCR 
z OZ beta-555r (5'-AACAGCATCAGGAGTGGACAGAT-3') in beta-403f (5'-
AACAGCATCAGGAGTGGACAGAT-3'), ki omogočata pomnoževanje 150-bp velikega 
dela gena za človeški beta-globin (Van Duin in sod., 2002). Za pomnoževanje človeške 
DNA smo uporabili komercialno dostopen komplet kemikalij QuantiTect SYBR Green 
PCR + UNG Kit (Qiagen) in napravo LightCycler Instrument 2.0 (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Nemčija). V sterilno reakcijsko kapilaro smo odpipetirali 20 μl 
reakcijske mešanice in 5 μl DNA posameznega vzorca. Vsebino posamezne reakcijske 
mešanice RT-PCR smo pripravili po navodilih proizvajalca in je prikazana v Preglednici 6. 
Preglednica 6: Vsebina reakcijske mešanice za pomnoževanje 150-bp velikega dela gena za človeški 
beta-globin 
Kemikalije 




2X QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix 12,5 1X 
OZ beta-403f  (50µM) 0,25 0,5 µM 
OZ beta-555r  (50µM) 0,25 0,5 µM 
ddH2O 2  
Volumen reakcijske mešanice 15  
DNA 5  
Skupni reakcijski volumen 20  
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Pomnoževanje človeške DNA smo izvedli s 45-kratnim ponavljanjem temperaturnega 
cikla RT-PCR, ki je bil sestavljen iz treh inkubacij: 15 s pri 95 °C (hitrost spreminjanja 
temperature: 20 °C/s), 20 s pri 60 °C (20 °C/s) in 20 s pri 72 °C (2 °C/s). Pred 
pomnoževanjem smo reakcijsko mešanico inkubirali 15 minut pri 95 °C (20 °C/s), kar je 
omogočilo denaturacijo dvojnoverižne DNA in aktivacijo termostabilnega encima Taq 
DNA polimeraza. Specifičnost nastalih pridelkov RT-PCR smo preverjali z analizo talilne 
krivulje (angl. melting curve analysis), ki smo jo izvedli z enkratnim temperaturnim 
ciklom: 0 s pri 95 °C (20 °C/s), 30 s pri 50 °C (20 °C/s), 0 s pri 95 °C (0,1 °C/s), in 30 s pri 
40 °C (20 °C/s). Kot beta-globin pozitivne smo opredelili vzorce z vrednostmi talilne 
temperature (angl. melting temperature; Tm)  pridelkov RT-PCR med 80,5 in 81,5 °C. 
 
3.2.5 Pomnoževanje virusne DNA z MuE1bPCR ter dokazovanje in analiza pridelkov 
PCR 
MuE1bPCR smo uporabili za dokazovanje prisotnosti virusne DNA v vseh beta-globin 
pozitivnih kliničnih vzorcih. Specifičnost nastalih pridelkov PCR smo preverjali s pomočjo 
elektroforeze v gelu. Za namen dokazovanja manjših pridelkov PCR smo uporabili 2,0 % 
agarozni gel, ki smo ga pripravili po naslednjem postopku: v stekleno čašo smo zatehtali 
1 g agaroze v prahu (A9539 AGAROSE for routine use, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) 
in jo raztopili v 50 ml 1x pufra TAE (0,04 M Tris-HCL; 0,02 M NaCl2, 2 mM EDTA; 
0,02 M Na-acetat PH=8,3). Raztopini agaroze smo dodali še 5 µl barvila SYBR Safe DNA 
Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, ZDA) in jo segrevali do bistre tekočine. Gel smo nato 
prelili v banjico z glavnički in ga prestavili v hladilnik. Strjen gel smo prestavili v 
elektroforezno banjico HE 33 Mini Horizontal Submarine Electrophoresis Unit (Hoeffer, 
San Francisco, ZDA) in ga prelili z 1x pufrom TAE. 
V prvo luknjico gela smo nanesli 6,4 µl molekularnega markerja XIII (Roche Diagnostics), 
ki v lestvici po 50-bp označuje dolžine fragmentov do 750-bp, redčenega z nanašalno 
raztopino 6x MassRuler Loading Dye Solution (Fermentas) v razmerju 1:1. V vsako 
naslednjo luknjico smo nanesli po 10 µl pridelka PCR in 2 µl nanašalne raztopine. 
Elektroforeza je potekala 23 minut pri sobni temperaturi in napetosti 120 V. Po končani 
elektroforezi smo gel pregledali pod UV svetlobo in ga slikali z digitalnim detekcijskim 
sistemom BIS 303 PC (DNR Bio-Imaging Systems, Jeruzalem, Izrael). 
Pridelke PCR, ki so ustrezali pričakovani velikosti približno 375-bp, smo opredelili kot 
HPV-DNA pozitivne in njihovo specifičnost v nadaljevanju potrdili z avtomatskim 
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3.2.6 Čiščenje pridelkov PCR 
Pridelke PCR smo pred sekveniranjem očistili manjših nespecifičnih pridelkov, 
nevgrajenih nukleotidov in ostalih nečistoč s pomočjo encimov Eksonukleaza I in Alkalna 
fosfataza (Thermo Fisher Scientific). Petim µl pridelka PCR smo dodali 0,25 µl (20 U/ µl) 
Eksonukleaze I in 1 µl Alkalne fosfataze (1 U/µl). Reakcijsko mešanico smo prenesli v 
napravo Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) in jo inkubirali 15 minut pri 
37 °C ter 15 minut pri 85 °C. Temu je sledilo ohlajanje reakcijske mešanice na 8 °C. 
 
3.2.7 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Za opredelitev genotipa HPV smo uporabili metodo neposrednega določanja nukleotidnega 
zaporedja pridelkov PCR. 
V prvem koraku določanja nukleotidnega zaporedja smo izvedli sekvenčno reakcijo. Glede 
na koncentracijo pomnoženega pridelka PCR smo določili količino DNA, ki smo jo dodali 
v sekvenčno reakcijo. V primeru nizkih koncentracij pridelkov PCR smo v sekvenčno 
reakcijo dodali 2 µl pridelka, pri srednjih koncentracijah 1 µl in pri zelo visokih 
koncentracijah 0,2 µl pridelka PCR. 
Sekvenčno reakcijo smo pripravili po navodilih proizvajalca komercialno dostopnega 
kompleta kemikalij Big Dye Terminator v3.1 Cycler Sequencing kit (Thermo Fisher 
Scientific). 
V posamezno reakcijsko tubico mikrotitrske plošče smo odpipetirali 0,65 µl posameznega 
OZ (2,46 µM), očiščen pridelek PCR (0,2; 1 ali 2 µl), 2 μl 5x pufra BigDye Terminator 
v3.1 Sequencing, 0,5 μl BigDye Terminator v3.1 in sterilno deionizirano vodo do 
skupnega reakcijskega volumna 10 µl. 
Mikrotitrsko ploščo smo prelepili s folijo in jo prestavili v napravo Veriti Thermal Cycler 
(Thermo Fisher Scientific). Prvi korak sekvenčne reakcije je bil sestavljen iz 1-minutne 
inkubacije pri 96 °C, kateremu je sledilo 15 ponovitev temperaturnega cikla sestavljenega 
iz treh inkubacij: 10 s pri 95 °C, 5 s pri 50 °C in 75 s pri 96 °C. Temu je sledilo 5 
ponovitev temperaturnega cikla, sestavljenega iz treh inkubacij: 10 s pri 96 °C, 5 s pri 
50 °C in 90 s pri 60 °C. Nato je sledilo še 5 ponovitev temperaturnega cikla, sestavljenega 
iz 3 inkubacij: 10 s pri 96 °C, 5 s pri 50 °C in 2 min pri 60 °C. Sekvenčno reakcijo smo 
ustavili z ohladitvijo reakcijske mešanice na 8 °C. 
Pridelke sekvenčne reakcije smo očistili s pomočjo komercialno dostopnega kompleta 
kemikalij BigDye XTerminator Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). Namen 
čiščenja je bila odstranitev nevgrajenih dideoksinukleotidov in soli, ki bi lahko motile 
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avtomatsko analizo nukleotidnega zaporedja. Sekvenčni reakciji smo v ta namen dodali 
45 μl raztopine SAM solution in10 μl raztopine XTerminator Solution, jo stresali 25 minut 
na 2.000 rpm in na koncu centrifugirali 2 minuti na 3.000 rpm. 
Mikrotitrsko ploščo z očiščenimi pridelki sekvenčne reakcije smo nato prenesli v napravo 
za avtomatsko določanje nukleotidnega zaporedja ABI3500 Genetic Analyzer (Thermo 
Fisher Scientific). Za določanje nukleotidnega zaporedja pridelkov PCR smo izbrali 
protokol FastReadSeqPOP7 s katerim lahko natančno določimo do 700-bp dolgo 
nukleotidno zaporedje. Po končanem sekveniranju smo s pomočjo računalniškega 
programa Sequence Analysis, ki je povezan z aparaturo ABI3500 GeneticAnalyzer, 
pridobili avtomatsko obdelane podatke v obliki elektroferograma s pripadajočim 
nukleotidnim zaporedjem. 
 
3.2.8 Analiza nukleotidnih zaporedij 
Nukleotidna zaporedja pridobljena z metodo avtomatskega določanja nukleotidnega 
zaporedja smo analizirali in obdelali s pomočjo programskega paketa Vector NTI Advance 
v10.1.1 (Thermo Fisher Scientific). Iz komplementarnih nukleotidnih zaporedij smo za 
posamezen pridelek PCR sestavili konsenzno nukleotidno zaporedje in ga uporabili za 
določitev genotipa HPV s pomočjo algoritma BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool), ki omogoča primerjavo pridobljenih nukleotidnih zaporedij z vsemi zaporedji 
dostopnimi v genski banki EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, 
Nemčija). Kot iste genotipe HPV smo opredelili izolate, ki so z referenčnimi izolati HPV 
izkazovali več kot 90 % ujemanje v analiziranem delu gena E1.  
32 
Vončina A. Razvoj širokospektralne verižne reakcije s polimerazo za dokazovanje virusov iz rodu Mupapillomavirus. 




4.1 OSAMITEV DNA 
Po osamitvi DNA iz brisov kožnih bradavic in površin turške savne smo najprej izvedli 
notranje kontrolno pomnoževanje značilnega 150-bp dolgega dela gena za človeški beta-
globin. Tarčno nukleotidno zaporedje smo uspešno pomnožili v vseh 84 vzorcih vključenih 
v raziskavo. Primeri uspešnega notranjega kontrolnega pomnoževanja z uporabo OZ beta-
555r/beta-403f so prikazani na Sliki 4. 
 
Slika 4: Rezultati pomnoževanja 150-bp dolgega dela gena za človeški beta-globin. PK (pozitivna kontrola 
RT-PCR); NK (negativna kontrola RT-PCR). 
 
4.2 DOKAZOVANJE HPV-DNA Z MuE1bPCR 
Izdelavi OZ MuE1b je sledila optimizacija in validacija protokola MuE1bPCR z uporabo 
redčitvene vrste plazmidne DNA HPV-1, HPV-63 in HPV-204 v koncentracijah 103, 102, 
10 in 1 kopijo virusne DNA/reakcijo, ob prisotnosti 50 ng HPV-negativne človeške DNA 
iz analnega kanala. Rezultati pomnoževanja plazmidnih standardov Mu-PV z optimalnim 
protokolom MuE1bPCR so prikazani na Sliki 5. 
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Slika 5: Rezultati testiranja redčitvene vrste plazmidne DNA HPV-1, HPV-63 oz HPV-204 z OZ Mue1B-
Fw/Mue1B-Rv v ozadju 50 ng človeške DNA. Kolone 103: rezultati pomnoževanja 1000 kopij virusne DNA; 
kolone 102: rezultati pomnoževanja 100 kopij virusne DNA; kolone 10: rezultati pomnoževanja 10 kopij 
virusne DNA; kolone 1: rezultati pomnoževanja ene kopije virusne DNA; kolone hDNA: rezultati 
pomnoževanja 50 ng človeške DNA; kolone nk: negativna kontrola reakcije PCR;kolone M100: molekularni 
utežni označevalec XIV (Roche Diagnostics), ki v lestvici po 100-bp označuje velikost delcev prepotovanih v 
gelu. 
Kot je razvidno iz Slike 5, smo z uporabo OZ MuE1b uspešno pomnožili 100 kopij DNA 
HPV-1, 10 kopij DNA HPV-63 in eno kopijo DNA HPV-204. Nespecifičnega 
pomnoževanja človeške DNA osamljene iz analnega kanala nismo zaznali. 
 
4.3 TESTIRANJE KLINIČNIH VZORCEV 
Z uporabo MuE1bPCR smo HPV-DNA dokazali v 58,6 % (17/29) brisov kožnih bradavic. 
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Slika 6: Fotografija elektroforeznega gela 375-bp dolgih pridelkov MuE1bPCR. Kolone 1-13: rezultati 
pomnoževanja tarčnega nukleotidnega zaporedja v 13 kliničnih vzorcih; kolona pk: pozitivna kontrola 
reakcije PCR; kolona nk: negativna kontrola reakcije PCR; kolona M100: molekularni utežni označevalec 
XIV (Roche Diagnostics), ki v lestvici po 100-bp označuje velikost delcev prepotovanih v gelu. 
 
S sekveniranjem pridelkov MuE1bPCR smo genotip HPV uspešno opredelili v 16/17 HPV 
DNA-pozitivnih vzorcev - razporeditev genotipov HPV je prikazana v Preglednici 7. Kot 
je razvidno iz Preglednice 7, smo z uporabljeno metodo v brisih kožnih bradavic poleg 
HPV-1, HPV-63 in HPV-204 dokazali tudi nekatere genotipe HPV iz rodu Beta-PV: HPV-
21, HPV-38, HPV-100 in HPV-107. V vzorcu CW 213D (1) smo dokazali prisotnost 
potencialno novega genotipa HPV, ki s HPV-204 izkazuje 86 % ujemanje v analiziranem 
delu gena E1. V vzorcih 180A in CW233C smo zaznali mešane okužbe z večimi genotipi 
HPV, zraven HPV-1 oz. HPV-107 smo dokazali prisotnost še najmanj enega genotipa HPV 
(HPV-X).
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Preglednica 7: Rezultati genotipizacije HPV v 17 vzorcih brisov kožnih bradavic 
Številka 
vzorca 
Oznaka kliničnega vzorca Opredeljen genotip HPV Odstotek ujemanja z 
najbližjim sorodnikom* 
1 172B HPV1 HPV1: 335/335 (100 %) 
2 176 HPV1 HPV1: 318/318 (100 %) 
3 180A HPV1+X HPV1: 265/306 (87 %) 
4 180C HPV1  HPV1: 335/335 (100 %)  
5 182 HPV1 HPV1: 335/335 (100 %)  
6 185C HPV38 HPV38: 301/305 (99 %) 
7 189C HPV1 HPV1: 335/335 (100 %)  
8 172A HPV1, HPV100 HPV1: 256/259 (99 %), 
HPV100: 282/298 (95 %) 
9 172C HPV1 HPV1: 252/259 (97 %) 
10 187B / sekveniranje ni uspelo 
11 CW 213D (1) potencialno novi genotip 
HPV 
HPV204: 279/323 (86 %) 
12 CW 228C (3) HPV21  HPV21: 334/334 (100 %) 
13 CW 227B (5) HPV107 HPV107: 296/299 (99 %)   
14 CW 233C (6) HPV107+X HPV107: 237/276 (86 %) 
15 CW 233D (7) HPV107 HPV107: 273/289 (94 %) 
16 CW 227C (8) HPV107 HPV107: 276/302 (91 %) 
17 CW 226D (9) HPV63 HPV63: 332/334 (99 %) 
Opomba: pri oznaki / sekveniranje ni uspelo. 
 
4.4 TESTIRANJE OKOLJSKIH VZORCEV 
Z uporabo MuE1b-Fw/-Rv PCR, smo HPV-DNA dokazali v 22/55 (40 %) okoljskih 
vzorcev. Z metodo direktnega sekveniranja pridelkov PCR smo genotip HPV uspešno 
opredelili v 20/22 HPV-DNA-pozitivnih vzorcev - razporeditev opredeljenih genotipov 
HPV je prikazana v Preglednici 8. Kot je razvidno iz Preglednice 8, smo z uporabljeno 
metodo poleg HPV-1 in HPV-63 dokazali tudi nekatere genotipe HPV iz rodu Beta-PV: 
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HPV-100, HPV-105 in HPV-107. V vzorcu SA 21 smo poleg HPV-63 zaznali prisotnost še 
najmanj enega genotipa HPV (HPV-X). 







Odstotek ujemanja z najbližjim sorodnikom* 
1 SA 4 (13) HPV63 HPV63: 231/252 (92 %)  
2 SA 8(17) HPV63 HPV63: 334/334 (100 %) 
3 SA 9 (29) HPV100 HPV100: 330/332 (99 %) 
4 SA 11 (30) HPV107 HPV107: 333/334 (99 %) 
5 SA 17 (36) HPV63 HPV63: 328/328 (100 %) 
6 SA 18 (37) HPV63 HPV63: 334/334 (100 %) 
7 SA19 (38) HPV1, 
HPV100 
HPV1: 254/259 (98 %), HPV100: 285/293 (97 %) 
8 SA20 (39) /  sekveniranje ni uspelo 
9 SA 21 (40) HPV63+X HPV63: 158/236 (67%) 
10 SA 25 (44) HPV63 HPV63: 301/308 (98 %) 
11 SA 41 (45) HPV105 HPV105: 329/329 (100 %) 
12 SA 40 (46) HPV100 HPV100: 269/275 (98 %) 
13 SA 38 (48) HPV1 HPV1: 293/294 (99 %) 
14 SA 37 (49) HPV1 HPV1: 318/319 (99 %) 
15 SA 36 (50) HPV1 HPV1: 329/329 (100 %) 
16 SA34 (52) HPV63 HPV63: 335/335 (100 %) 
17 SA31 (55) HPV63 HPV63: 335/335 (100 %) 
18 SA 30 (56) HPV63 HPV63: 334/334 (100 %) 
19 SA 28 (58) HPV63 HPV63: 313/313 (100 %) 
20 SA 44 (66) HPV63 HPV63: 248/269 (92 %) 
21 SA 49 (67) HPV63 HPV63: 270/281 (96 %) 
22 SA 26 (65)  /  sekveniranje ni uspelo 
Opomba: pri oznaki / sekveniranje ni uspelo. 
37 
Vončina A. Razvoj širokospektralne verižne reakcije s polimerazo za dokazovanje virusov iz rodu Mupapillomavirus. 




HPV predstavljajo skupino majhnih virusov, ki so razširjeni po vsem svetu. Povzročajo 
različne benigne in maligne spremembe kože ter sluznic. Najbolj raziskana in tudi klinično 
najbolj pomembna sta visoko-rizična genotipa HPV-16 in HPV-18 iz rodu Alpha-PV, ki 
povzročata raka materničnega vratu, ki je drugi najpogostejši rak žensk v razvitem svetu 
(Poljak in sod., 2005). 
V rod Mu-PV trenutno uvrščamo tri genotipe HPV: HPV-1, HPV-63 in HPV-204. HPV-1 in 
HPV-63 sta kožna genotipa HPV, ki tipično okužita keratinocite ob žlezah znojnicah na 
dlaneh in podplatih (Egawa, 2005; Egawa in sod., 2015), kjer povzročata nastanek benignih 
sprememb, na koži pa se lahko nahajata tudi v latentni, klinično neznačilni, obliki. V okviru 
metagenomske raziskave so prisotnost HPV-1 dokazali tudi v ustni votlini (Ma in sod., 
2014), kar nakazuje na to, da virusi iz rodu Mu-PV najverjetneje lahko okužijo tako kožo kot 
tudi sluznice. HPV-204, ki je bil dokončno opredeljen leta 2014, predstavlja edini novi 
genotip iz rodu Mu-PV v zadnjih 20 letih. Delno nukleotidno zaporedje HPV-204 so 
raziskovalci iz Argentine v sodelovanju z raziskovalci iz Laboratorija za molekularno 
mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisov in aidsa Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo 
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani prvotno osamili iz brisa zdrave kože (pristopna 
št. v GenBank: FJ947082), celotno nukleotidno zaporedje pa smo pomnožili iz vzorca brisa 
analnega kanala imunsko-kompetentnega bolnika (pristopna št. v GenBank: KP769769). 
Tkivni tropizem HPV-204 so objavili Šterbenc in sod. (2017) v raziskavi, kjer so 
molekularno opredelili HPV-204. V edini HPV-204 DNA pozitivni kožni bradavici, ki se je 
nahajala na prstu roke, so zaznali zelo nizko koncentracijo virusa, iz česar lahko sklepamo, 
da HPV-204 povzroča prikrite, latentne okužbe. HPV-204 so tudi uspeli dokazati v enem 
vzorcu brisa materničnega vratu. Najpogosteje pa so HPV-204 dokazali na površini penisa 
in v analnem kanalu, kar nakazuje, da se HPV-204 pogosto nahaja v anogenitalnem predelu 
sluznice in kože. 
Okužbe z Mu-PV se lahko prenašajo neposredno s stikom s kožo okuženih oseb ali preko 
kontaminiranih površin (savne), kjer se zadržuje večje število ljudi (Poljak in sod., 2011). 
Pri dokazovanju okužb s širšim spektrom PV, najpogosteje uporabljamo metode PCR, ki 
temeljijo na uporabi širokospektralnih ali degeneriranih OZ, ki nalegajo na vse ali na večino 
genotipov PV znotraj posameznega rodu. Na področju HPV so najpogosteje 
uporabljeni širokospektralni OZ GP5+/6+, PGMY09/11, FAP59/FAP64, FAP6085/FAP631
9, CUT, CODEHOP, CPI/CPIIg(s), Ma/Ha in ARL1(E1) (Kocjan in sod., 2015a), vendar 
glede na objavljene podatke, noben omenjen par OZ ne omogoča pomnoževanja vseh treh 
uradno priznanih genotipov iz rodu Mu-PV. 
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V sklopu magistrskega dela smo v sodelovanju z raziskovalci iz Argentine izdelali OZ, ki 
nalegajo na ohranjen del gena E1 vseh treh genotipov iz rodu Mu-PV. Pri izdelavi OZ smo si 
pomagali s prosto dostopnimi nukleotidnimi zaporedji HPV-1, HPV-63 in HPV-204, ki smo 
jih pridobili iz genske banke PaVE (Van Doorslaer in sod., 2013) in jih s pomočjo 
računalniških programov poravnali s potencialnimi nukleotidnimi zaporedji 
širokospektralnih OZ. Analitično občutljivost PCR smo preverili s posameznimi 
redčitvenimi vrstami plazmidne DNA, ki so vsebovale vklonirana celotna nukleotidna 
zaporedjavseh treh genotipov HPV iz rodu Mu-PV. Na podlagi testiranja plazmidnih 
redčitvenih vrst smo dokazali, da lahko z novo-uvedenim MuE1bPCR zaznamo najmanj 100 
kopij HPV-1/reakcijo, najmanj 10 kopij HPV-63/reakcijo in najmanj eno kopijo HPV-
204/reakcijo. Navzkrižne reaktivnosti s človeško DNA nismo zaznali. Naši rezultati 
opredeljevanja analitične občutljivosti MuE1bPCR so v skladu s predhodno objavljenimi 
rezultati opredeljevanja občutljivosti najpogosteje uporabljenih širokospektralnih OZ za 
dokazovanje HPV iz ostalih rodov, s katerimi so dokazali, da je meja detekcije večine 
klasičnih širokospektralnih PCR prav tako med 1 in 100 virusnimi kopijami/reakcijo, kar 
ustreza pričakovanemu virusnemu bremenu v kliničnih vzorcih (Forslund in sod., 1999; 
Forslund in sod., 2003; Schmitt in sod., 2008; Schmitt in sod., 2011; Meyer in sod., 2000; de 
Koning in sod., 2010; Hošnjak in sod., 2015). 
V nadaljevanju smo se lotili dokazovanja Mu-PV v vzorcih brisov navadnih kožnih bradavic 
ter okoljskih vzorcih površine turške savne.  
Z uporabo metode PCR ter OZ MuE1b smo HPV-DNA dokazali v 58,6 % (17/29) brisih 
kožnih bradavic. Specifičnost pridelkov PCR smo preverili z metodo direktnega 
sekveniranja, s katero smo genotip HPV uspešno opredelili v 16/17 vzorcev. Najpogosteje 
(v 8 primerih) smo dokazali okužbos HPV-1, kar se ujema spredhodno objavljenimi 
raziskavami (Hagiwara in sod., 2005; Bruggink in sod., 2012; Planell-Mas in sod., 2016). 
Dobljeni rezultati kažejo, da poleg genotipov iz rodu Mu-PV lahko z našim PCR dokažemo 
tudi HPV iz rodu Beta-PV (HPV-21, HPV-38, HPV-100 in HPV-107). Beta-PV so pogosto 
prisotni v dlačnih mešičkih (Komloš in sod., 2011) in na koži, še posebej pri bolnikih z 
bradavičasto epidermodisplazijo, redkeje pa jih najdemo v navadnih kožnih bradavicah 
(Cubie, 2013). Ker lahko z našim PCR pomnožimo tudi DNA posameznih genotipov iz rodu 
Beta-PV, moramo specifičnost vseh pridelkov MuE1bPCR preveriti tudi s sekveniranjem. 
V dveh vzorcih (180A in CW233C) smo poleg HPV-1 oziroma HPV-107 zaznali prisotnost 
še vsaj enega genotipa HPV, kar je v skladu s predhodno objavljenimi raziskavami, ki 
nakazujejo na naravno prisotno virusno floro kože (Foulongne in sod., 2012; de Koning in 
sod., 2007). Večina virusov, ki so prisotni na koži (predvsem iz rodu Beta-PV), ni etiološko 
povezanih z nastankom sprememb (Forslund in sod., 2004). Pri uporabi širokospektralnih 
OZ za dokazovanje genotipov HPV iz brisov kožnih bradavic, raziskovalci dobivajo različne 
rezultate glede prevalence okužbe z večimi genotipi HPV, vendar lahko povzamemo, da so 
sočasne okužbe zelo pogoste in se skladajo z našimi rezultati (Antonsson in sod., 2000; 
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Bruggink in sod., 2012; de Koning in sod., 2009; Hošnjak in sod., 2015; Planell-Mas in sod., 
2016). 
V vzorcih 172A in SA19 (38) smo z direktnim sekveniranjem zaznali prisotnost dveh 
genotipov HPV, ki pa se ne uvrščata v isti rod (Mu-PV in Beta-PV). Glede na literaturo so 
podobne rezultate dobili tudi Planell-Mas in sod. (2016), ki so pri bolniku z navadnimi 
kožnimi bradavicami dokazali tako prisotnost Mu-PV kot tudi Alpha-PV in Bruggink in sod. 
(2012), ki so dokazali hkratne okužbe s HPV-1 in HPV-27 ter različne kombinacije HPV-63 
z drugimi genotipi HPV. 
V vzorcu CW 213D (1) smo odkrili potencialno novi genotip HPV, ki v genu E1 izkazuje 86 
% ujemanje s HPV-204 in je zato kandidat za novi (šele četrti) genotip iz rodu Mu-PV. V 
nadaljevanju bomo tako izdelali tipsko-značilne OZ, ki jih bomo uporabili v reverznem 
PCR, s katerim bomo skušali pomnožiti celotno nukleotidno zaporedje potencialno novega 
genotipa HPV. V kolikor bomo na podlagi celotnega nukleotidnega zaporedja dokazali, da 
gre najverjetneje za novi genotip HPV, ga bomo vklonirali v plazmidni vektor in poslali v 
referenčni center za HPV na Švedsko. 
Za okoljske vzorce smo ponovili identičen eksperiment, kjer smo z metodo MuE1bPCR 
HPV-DNA dokazali v 40 % (22/55) okoljskih vzorcev. Pridelke PCR smo genotipizirali z 
metodo direktnega sekveniranja, s katero smo genotip HPV uspešno opredelili v 20/22 
vzorcev. Zanimivo je, da v vzorcih turške savne nismo uspeli dokazati prisotnosti HPV-204, 
kljub temu, da so bile okužbe z ostalima dvema genotipoma iz rodu Mu-PV pogoste. Ker 
lahko z MuE1bPCR dokažemo tudi le eno kopijo HPV-204, predvidevamo, da se genotip 
HPV-204 redko pojavlja na javnih površinah, vendar bi naše ugotovitve morali preveriti na 
večjemu številu vzorcev. 
Pričakovano smo tudi pri okoljskih vzorcih dokazali prisotnost nekaterih genotipov iz rodu 
Beta-PV (HPV-100, HPV-105 in HPV-107). 
Z rezultati magistrskega dela smo tako pridobili ene izmed prvih podatkov o prevalenci 
HPV iz rodu Mu-PV v kliničnih ter okoljskih vzorcih. Glede na naše rezultate lahko 
sklepamo, da Mu-PV pogosto povzročajo različne novotvorbe kože ter da jih pogosto 
najdemo tudi na javnih površinah, še posebej tam, kjer se na enem mestu zadržuje večje 
število ljudi (savne in kopališča). 
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 Iz vseh 84 vzorcev, vključenih v raziskavo, smo uspešno osamili celokupno DNA, 
kar smo dokazali s pomnoževanjem 150-bp dolgega dela gena za beta-globin. 
 
 Izdelali smo OZ, ki nalegajo na ohranjeno zaporedje gena E1 vseh treh uradno 
opredeljenih genotipov iz rodu Mu-PV. 
 
 Razvili smo širokospektralni PCR z analitično občutljivostjo vsaj 100 virusnih kopij 
HPV-1, HPV-63 in HPV-204/reakcijo. 
 
 HPV-DNA smo dokazali v 58,6 % brisov histološko potrjenih kožnih in 40 % brisov 
površin turške savne štirih neodvisnih slovenskih kopališč. Dokazali smo, da so Mu-
PV pogosti pri osebah s kožnimi bradavicami ter na javnih površinah, še posebej 
tam, kjer se na enem mestu zadržuje večje število ljudi. 
 
 V enem vzorcu brisa navadne kožne bradavice smo dokazali prisotnost potencialno 
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V rod Mu-PV trenutno uvrščamo tri genotipe HPV, ki jih glede na dosedanje raziskave 
povezujemo z nastankom različnih novotvorb kože. Redkeje so genotipe iz Mu-PV dokazali 
v brisih nosne votline in anogenitalnega predela (Šterbenc in sod., 2017). Širokospektralni 
OZ, ki se uporabljajo v raziskavah, ne nalegajo na vse tri genotipe iz rodu Mu-PV, zato ni 
dostopnih natančnih podatkov o prevalenci Mu-PV. V okviru magistrskega dela smo si 
zadali cilj, da razvijemo širokospektralni PCR, s katerim bi lahko dokazali prisotnost vseh 
treh HPV iz rodu Mu-PV. Zanimalo nas je tudi, kakšna je prevalenca okužbe z Mu-PV pri 
osebah s kožnimi bradavicami in na javnih površinah (savne). 
Razvili smo občutljivo metodo PCR za dokazovanje vseh treh v celoti opredeljenih 
genotipov HPV: HPV-1, HPV-63, in HPV-204 iz rodu Mu-PV kot tudi potencialno novih 
sorodnih genotipov HPV. Na površini kože najdemo tudi HPV, ki niso etiološko povezani z 
nastakom kožnih bradavic, tako da lahko z razvito metodo občasno tudi pomnožimo 
nekatere Beta-PV. Zato je potrebno specifičnost pridelkov MuE1bPCR potrjevati s 
sekveniranjem ali zato razviti za Mu-PV značilno hibridizacijsko metodo. 
Rezultati naše raziskave se skladajo z rezultati predhodno izvedenih razkiskav, kjer so pri 
navadnih kožnih bradavicah odkrili sočasne okužbe z večimi genotipi HPV istega rodu ter 
tudi z genotipi HPV iz drugih rodov (Planell-Mas in sod., 2016; Bruggink in sod., 2012). 
Glede na rezultate smo v enem vzorcu dokazali prisotnost potencialno novega genotipa HPV 
iz rodu Mu-PV. Za dokončno potrditev je potrebno pomnožiti celotno nukleotidno zaporedje 
in nato na podlagi rezultatov ovrednotiti ali gre za nov genotip iz rodu Mu-PV. 
Iz rezultatov lahko zaključimo, da so Mu-PV pogosti pri osebah s kožnimi bradavicami in 
najverjetneje tudi na površinah, kjer se zadržuje večje število ljudi (v tem primeru savna), ki 
tako predstavljajo možen vir okužbe s temi virusi. Za boljšo predstavo glede prevalence Mu-
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